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Zusammenf assuncr 

Die vorliegende Erfindurtg betrifft die Verwendung 
von Agenzien, die die Expression und/oder Aktivitat 
der Proteinkinase C-a (PKC-cO vermindern oder hem- 
. men, zur Behandlung und/oder Prevention von korona- 
rer Her zerkrankung,- Herzinfarkt, peripherer Ver- 
schlusskrankheit, Schlaganf all,' mit Proteinurie 
einhergehenden Nie'renerkrankungen, diabetischen 
Spatschaden .'und/oder kardiovaskularen Komplikatio- 
nen bei Patienten mit Diabetes .mellitus,- kardio- 
vaskularen Komplikationen bei Patienten mit Hyper- 
tonus und kardiovaskularen Komplikationen bei . Pati- 
enten mit Hypercholesterinamie. 
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5 Beschreibung . 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung 
von Agenzien, die die Expression und/oder'. Aktivitat 
der Proteinkinase C-a (PKC-a) vermindern oder hem-, 
men, zur Behandlung und/oder Prevention von korona- 
10 rer Herzerkranku'ng, Herzihfarkt, peripherer Ver- 
schlusskrankheit, Schlaganf all, mit Proteinurie ' 
einhergehenden • ' Nierenerkrankungen, diabetischen 
Spatschaden und/oder kardiovaskularen Komplikatio- 
nen bei Patienten mit Diabetes mellitus, kardio- 
•15 ■ vaskularen Komplikationen bei Patienten mit Hyper- 
tonus und kardiovaskularen Komplikationen bei .Pati- 
enten mit Hypercholesterinamie. 

Diabetes mellitus ist eine der haufigsten Erkran- 
kungen in der westlichen Welt, die ungefahr 5 % der 

20 Bevolkerung betrifft. Diabetes mellitus wird in ei- 
neh Diabetes Typ I, welcher in der Kegel bereits 
wahrend der Jugend auftritt, • und den aiich als Al- 
terszucker bezeichneten Diabete.s Typ II unterteilt. 
Durch • eine Storung des Glucosestof f wechsels kommt 

25 e's bei beiden Diabetes-Formen zu dauerhaft erhShten 
Glucosewerten im Blut, was bei den ■ betrof fenen Pa- • 
tienten nach mehreren Jahren zu unt'erschiediichen 
Komplikationen, fuhrt. Die haufigsten und gleichzei- 
tig am meisten gefurchteten Komplikationen sind die 

30 diabetische • Retinonopat:hie, welche zur Erblindung 
fuhrt, die diabetische Neuropathie, ' welche ■ Full- o- 
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der Beinamputation nach sich ' ziehen kann, • und die 
• diabetische Nephropathie . 

..Eine diabetische Nephropathie entwickelt sich bei 
ungefahr 40 % aller Diabetes-Pat tent en . und ist 

. 5. weltweit die haufigste Ursache fur ein chronisches 
Nierenversagen und eine Dialysebehandlung . ' Etwa 30 
bis 40 % aller neuen Dialysepatienten . weisen eine 
■ diabetische Nephropathie auf. Da sich die. diabeti- 
sche. Nierenschadigung nur langsam entwickelt, ' ist 

10 es von grofier klinischer Bedeutung, bereits friih- 
zeitig Patienten zu identif izieren, die ein erhoh- 
tes Risiko tragen, eine' Niereninsuf f izienz zu ent- 
w.ickeln, urn geeignete therapeutische Schritte ein- 
zuleiten. Eines der ersten klinischen Zeichen einer 

15 . beginnenden Nierenschadigung ist das Auf treten ei- 
ner sogenannten Mikroalbumi'nurie . Dabei korrant es zu 
einer Ausscheidung von 30-300 mg Albumin . im 24- 
Stunden-Sammelurin. Im Normalfall werden weniger 
als, 30 mg ■ Albumin pro ■ Tag ausgeschieden . Eine 

20 Mikroalbuminurie tritt unter den gegenwartigen the- 
rapeutischen Bedingungen bei etwa 25 % der Diabeti- 
ker mit : Diabetes Typ I oder Typ II auf (Alzaid, Di- 
abetes Care, 19 (1996) , 79-89; Klein et al . , Diabe- 
tes. Care, 22 (199.9) , , 743-751; Valmadrid' et al. , 

25- Arch. Intern.. Med '. , 160 (2000), ,1093-1100) . Das Ri- 
siko, dass sich eine Niereninsuf f izienz entwickelt, , 
ist. bei Patienten mit' Mikroalbuminurie etwa- 10-mal 
hoher als bei Patienten mit normaler Albuminaus- 
scheidung. Eine diabetische Nephropathie, welche 

30 durch eine Proteinurie von mehr als 300 mg/Tag 
und/oder eine eihgeschrankte Nierenf unktion gekenn- 
zeichnet ist, entwickelt sich. bei etwa 5 bis 10 % 
aller Patienten mit Diabetes ' und Mikroalbuminurie 
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pro' Jahr. Auch ' das Risiko, dass sich eine diabeti- 
sche Retinopathie entwickelt, . ist bei Diabetikern 
. mit Mikroalbuminurie im Vergleich zu • Diabetikern 
ohne. Mikroalbuminurie erheblich gesteigert 
• 5 (Vigstrup und Mogensen, Acta Ophthalmol. (Copenh) , 
63 (19.85) \ 530-534) . 

Wie Larigzeitstudien mit mehr' als zehnjahrigem Fol- 
low-up zeigten, ist die kardiovaskulare Mortalitat 
bei Typ II- und Typ I-Diabetiker bereits im Stadium 
,10 der Mikroalbuminurie im Vergleich zu Diabetikern 
ohne Mikroalbuminurie etwa zweifach erhaht, auch 
nach Adjustierung fur die konventionellen Risiko- 
faktoren wie Cholesterin "und Hypertonie (Rossing et 
al., Bmj, 313 (1996), 779-784; Gerstein et'al., Di- 
15 abetes Care, 23 (2000), Suppl. 2: B35-39; Valmadrid 
et al.v 2000) . Eine gesteigerte kardiovaskulare 
Mortalitat ist auch bei Patienten mit Mikroalbumi- 
nurie. ohne Diabetes mellitus nachzuweisen (Gerstein 
et al., Jama, 286 (2001), 421-426). 

20 Es gibt verschiedene Hypothesen, warum die Mikroal- 
buminurie ein auJierst wichtiger Marker fur die Ent- 
stehung von Komplikationen bei Patienten mit Diabe- < 
tes . ist. , GemaJi der sogenannte "Steno-Hypothese" 
(Deckert, Feldt-Rasmussen et.al., Diabetologia, 32 

25 (1989),' 219-226) ist der Verlust von negativ, also 
anionisch, geladenen Molekulen in der extrazellula- 
ren Matrix verantwortlich ftir die Entstehung von 
Albuminuric, diabetischer Retinopathie. und kardio- 
vaskularer Komplikationen, beispielsweise koronarer 

30 Herzerk'rankung. Diese Hypothese stutzt sich auf so- 
wohl am Menschen als auch an tierischen Modellsys- 
temen erhobenen Daten und ist in den letzten Jahren 
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durch Ergebnisse weiterer Arbeitsgruppen bestatigt 
worden . 

In der Niere wird der Urih. in den Nierenkorperchen, 
den sogeriannten Glomeruli, abgepresst. Urn das 
5 Durchtreten von Eiweifien, beispielsweise. Albumin, 
zu verhindern, "ist die ' Blutseite von der Urinseite 
durch eine .als Basalmembran bezeichnete Membrari ge- 
trennt. Die Basalmembran weist kleine Poren auf, 
die kleineren Mole.kulen den Durchtritt durch die 

10 Basalmembran, ermoglichen, wahrend EiweiJimolekuie 
aufgrund ihref. Grolie die • Membran nicht passieren 
konnen. Bei Patienten mit Mikroalbuminurie kommt es 
dennoch z urn Durchtritt kleiner EiweiJie wie Albumin, 
. obwohl die Porengrofie zunachst nicht zunimmt. Als 

15 Erklarung fiir dieses Phanomen konnte gezeigt wer- 
. den, dass in den Poren beziehungsweise am Porenrand 
Molekule. negativer Ladung vorhanden slnd, welche 
die ebenfalls negativ geladenen Eiweilie abstoBen 
(Kverneland, Feldt-Rasmussen et al.,' Diabetologia, 

20 29 (1S86), 634-639;' Deckert, .Feldt-Rasmussen et 
al., Kidney Int., 33 (1988), 100-106; Kverneland, 
Welinder et al., Diabetologia, 31 (1988), 708-710).. 
Bei diesen Molekulen mit negativen Ladungen handelt 
es sich urn' Proteoglycane . Proteoglycane sind kom- 
■25 plexe Makromolekaie, die aus Proteihen bestehen, an 
die kovalent Polysacchard-Ketten angelagert sind. 
. Die Pol.ysaccharid-Ketten bestehen uberwiegend aus 
Heparansulf at und sind stark negativ geladen. Das 
im Korper am hauf igsten vdrkommende Proteoglycan 

30 ist Perlecan. Perlecan ist ein 4 60 kd grolies Prote- 
. in und hat mehrere Polysaccharid-Seitenketten (Mur- 
doch und Iozzo, Virchows Arch. A. Pathol. Anat . 
Histopathol. , 423 (1993), 237-242; Iozzo, Cohen et 



al., Biochem. J., 302 (1994), 625-639; Murdoch, Liu 
et al.', J. . Histochem. Cytochem. , . 42. (1994), 239- 
249). -Bei Patienten m±t Diabetes und Mikroalbuminu- 
rie ist Heparansulfat in der glomerulars Basal- 
membran kaum ' vorhanden'. Auch bei Patienten mit 
fortgeschrittener diabetischer Nephropathie lasst 
sich-. Heparansulfat nicht mehr in der Basalmembran 

■ nachweisen, obwoHl die Proteinketten noch vorhanden 
.sind. Dieser Effekfwird durch eine verminderte He- 

■ paransulfatsynthese unter hyperglykamischen Bedin- ' 
gungen, wie sie bei Diabetikern . vorkommen, erklart , 
(Parthasarathy und' Spiro, Diabetes, 31 ' (1982) , 738-. 
741; Deckert, Feldt-Rasmussen et al., 1988.; Nakamu- 
ra und Myers, Diabetes, 37 (1988), 1202-1211; Ner- 
lich" und Schleicher, Am. J.' Pathol., 139 (1991), 
889-899; Makino, Ikeda et al ., . Nephron, 61 (1992),' ' 
415-421; Scandling und Myers, Kidney Int., - 41 • 
(1992), 840-846; Vernier, Steffes' et al., Kidney 
Int., 41 (1992), 1070-1080; Tamsma, van den Born .et 
al., Diabetologia, 37 (1994 ),' 313-320; Iozzo und 

• San. Antoniom, J. Clin, invest.; 108 • (2001) , 349- 
355).. Des. weiteren konnte gezeigt werden,' dass He- 
paransulfat-Proteoglycane nicht nur die glomerulare 
Filtration von Albumin durch die negative Ladung 
verhindern, sondern wahrscheinlich auch fur die In- . 
tegritat der Porengrofle innerhalb der Basalmembran 
• mitverantwortlich sind (Deckert, Kof oed-Enevoldsen. 
et al., Diabetologia, 36 (1993), 244-251). So fuhrt 
der Verlust von ' Heperansulf at-Proteoglycanen , mit 
Fortschreiten der -Niereninsuf f izienz zu einerZer- 
storung der Mikrostruktur der Basalmembran Diese 
Veranderungen konnten erklaren, weshalb es im Ver- 
lauf der diabetischen Nephropathie zu einer grofien, 
nicht-selektiven Proteinurie mit Verlust von groJie- 
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reh Proteinen wie ' Immungl.obulinen • kommt. Heparan- 
sulf at-Proteoglykane sind auch starke Inhibitoren 
der mesangialen Expansion im Nierenkorperchen . - Dies ' 
ist von groftem Interesse, '■ da es bei Diabetes- 

• 5 • Pat'ienten ' klassischerweise zu einer Expansion des 
mesangialen Bindegeweb.es kommt. Es ist daher nicht 
uberraschen'd, ' dass der Heparansulf at-Proteoglykan- ■ 
Verlust bei Diabetes-Patienten als , eine' wichtige 
Ursache fur die mesangiale Expansion angeschuldigt 

10 . wird. • . 

Der Verlust von Heparansulf at tritt bei Diabetik'ern 
. jedoch nicht nur in der Niere auf, sondern in fast 
alien anderen Organen. So kommt .-es" zu einer deut li- 
chen Verminderung von Heparansulf at im Bindegewebe 
15 der- Retina,' des Skelettmuskels, der Arterienwande 
und der Haut sowie auf roten Blutkorperchen. Auch 
Endqthelzellen weisen eine verminderte Synthese von 
Heparansulf at auf (Yokoyama, Hoyer, .et al., Diabe- 
tes, 46 (1997), 1875-1880; van der Pijl, Daha et 
20 al.., Diabetologia, 41.' (1998)/ 791-798). Da Heperan- 
sulfat-Proteoglykane wichtige antithrombotische Ei- 
genschaften aufweisen, kann der Verlust von Hepe- 
ransulfat-Proteoglykanen zu der Entstehung von 
Mikrothromben, beispielsweise in den Netzhautgef a- 
■25 lien, beitragen und somit die Entstehung einer dia- 
betischen Retinopathie begunstigen (Marcura, Fritze 
et al. , Am. J. Physiol., 245 (1983), H275-33; Mar- 
cum, McKenney et al., J. Clin, invest., 74 (1984), 
341-350; Marcum und . Rosenberg, Biochemistry, 23 
30 ■ (1984), 1730-1737; Marcum, Atha et al., J. Biol.' 
Chem., 261 (1986), 75.07-7517). Weitere wichtige an- 
tiatherosklerotische Funktionen von Heperansulf at- 
Proteoglykanen (HSPG) bestehen darin, dass HSPG .die 



Proliferation von glatten Gefafimuskelzelleri - hemmen, ' 
wodurch es zur Entstehung von arteriellen Gefafila- 
sionen kommt. ' HSEG hemmen ferner die Bindung 'von 
Monozyten . (Entziindungszellen) an das subendot'helia- 
le Bindegewebe. HSPG hemmen auch die subendothelia- 
le Bindung und . Ablagerung von Lipoprotein a uhd o- 
xidierten LDL, welche eine entscheidende Rolle' be'i 
der Entstehung von Arteriosklerose haben. HSPG sind 
auch wichtige Regulatoren bei der Angiogenese, das 
heifit bei 'der Ausbildung von neuen Gefafien in ge- 
schadigten Korperbereichen (Rosenberg,. Shworak et 
al . , J. Clin. Invest., 100 (1997) , S67-75; Pil.lari- ' 
setti, Trens Cardiovasc. Med., 10 (2000), 60-65; 
Iozzo und San Antonio, 2001) . Der Verlust von Hepa- 
ransulfat-Proteoglykan ist daher nicht nur bei der 
Entstehung der • diabetisch'en Nephropathie und der 
diabetischen Retinopathie von Bedeutung, sondern 
auch bei der Entstehung kardiovaskularer Komplika- 
tioneri.. 

Ein weiterer Aspekt ist, - dass es bei Patie'nten mit 
Hypertonie zu einer Mikroalbuminurie kommt ; ' ■Bi slang 
wurde dieses Phanomen iiber einen erhohten Druck in' 
den Nierenkorperchen erklart, wobei angenommen wur- 
de, dass vermehrt' Albumin "abgequetscht" wird. Wenn • 
dies jedoch zutrifft, muss davon ausgegangen wer^ 
den,, dass Patienten mit gleichbleibend hohem arte- 
riellen Blutdruck ebenfalls ein hohes' kardiovasku- 
lares Risiko haben, unabhangig davon, ob sie eine 
Mikroalbuminurie aufweisen. Dies trifft jedoch, 
nicht zu, wie in mehreren prospektiven Untersuchun- 
gen gezeigt werde.n konnte. Hypertensive Patienten 
mit Mikroalbuminurie haben eine etwa zweifach hohe- 
re kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat als 
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ahnlich hypertensive Patienten mit ansonsten ver- 
gleichbarem Risikoprof il ; beispielsweise Hyperch'o- 
lesterinamie, Raucheranaranese und • ' Diabetes 
(Sleight,' J. Renin Angiotensin Aldosterone Syst. ,■ 1 
('200.0), 18-20; Crippa, j. Hum. Hypertens . , 16 
(Suppi. 1) (2002), S74-7; ' Diercks, van- Boven et 
al., Can. J. Cardiol., 18 (2002), 525-535) .'. Dement--; 
sprechend ist die Mikroalbuminurie ein unabhangiger . 
Risikoparameter fur die Entstehung und Prognose von-' 
kardiovaskularen Erkrankungen . Dies lasst sich nur. 
damit erklaren, dass es bei Patienten mit Mikroal- 
buminurie zu einer Veranderung im gesamten Gefafc- ' 
system kommt . Bislang ist jedoc'h unklar, weiche 
Starung bei Patienten mit Hypertonie der Mikroalbu- 
minurie zugrunde liegt. ' • 

Das der votliegenden Erfindung. zugrundeliegende 
technische Problem besteht darin, Mi.ttel bereitzu- 
stellen, die zur Therapie vori Mikroalbuminurie, 
insbesondere bei Patienten mit Diabetes mellitus 
und Patienten mit Hypertonie, eingesetzt werden 
konnen, urn die mit Diabetes assoziierten Spatscha- 
den, insbesondere diabetische Retinopathie, diabe- 
tische Nephropathie und diabetische Neuropathie, 
und kardiovaskularen Komplikationen sowie die mit 
Hypertonie assoziierten kardiovaskularen Komplika- 
tionen zu behandeln und/oder diesen vorzubeugen. 

Die vorlie'gende Erfindung lost das ,ihr zugrundelie- 
gende technische Problem durch die Lehre, zur Be- 
handlung .und/oder Prevention von Gef afi-Krankheiten, 
Herz-Kreislauf-Krankheiten, mit Proteinuric assozi- 
ierten Nierenerkrankungen, diabetischen Spatschaden 
und/oder kardiovaskularen Komplikationen bei Pati- 
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enten mit Diabetes mellitus, kardiovaskularen Kom- • 
plikationen • bei 'Patienten mit. Hypertonie und/oder 
kardiovaskularen Komplikationen bei Patiehten mit ■ 
Hypercholesterinamie Agenzien zu verwenden, die die. 
Expression. und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-a 
(PKC-a) vermindern oder hemmen. ' 

' Im Stand der Technik wurde bislang angenommen, dass 
die (32-Isoform der Proteinkinase C fur die Entste- 
hung der diabetischen Komplikationen verantwortlich 
ist. Zum einen wird' die (52-Isoform im Gewebe. diabe- 
tischer Tiere yermehrt produziert (Ihoguchi et al . , 

. Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 89 (1992), 11059-11063) 
und zum anderen fiihrt der Proteinkinase C-p- 
spezifische Inhibitor LY333531 bei Nagetieren mit 
Typ I- und Typ II-Diabetes zu einer geringeren Pro- 
teinuric als Zeichen einer verminderten Nierenscha- 
digung (Ishii et al., J. Mol. Med., 76 (1998), 21-. 
31; Koya et al . , . Faseb J . , 14 (2000),. 439-447. 

ErfindungsgemaJi erzeugte Proteinkinase C-a-„knock, 
out"-Mause, die keine Proteinkinase C-a bilden Icon- 
nen, ' entwickelten uberraschenderweise nach Indukti- 
on eines Diabetes mittels Streptozotozin keine Al- 
buminurie. Hingegen entwickelten Kontroiltiere, die 
bis auf die Veranderung der Proteinkinase C-a- 
Expression , genetisch- 'weitgehend identisch waren, 
eine deutliche Albuminurie. Die weitere Untersu- 
chung der „knock out"-Tiere ergab erf indungsgemaB 
vollkommen Uberraschend> dass .die Tiere unter dia- 
. betischen. Bedingungen in der Lage waren, Heparan- 
sulfat in normaler Konzentration zu bilden. Hinge- 
gen konnten. die Kontroiltiere unter diabetischen 
Bedingungen kaum noch Heparansulf at bilden. 



Erfindungsgemafi durchgef iihrte histo.logische Unter- 
suchungen ergaben- weitere sigriif ikante Veranderun- 
gen bei den' Proteinkinase .C-a-„knock out"-Mausen'. 
Unter Verwendung immunhist.oc'hemischer Verf ahren ■ 
konnte erf indungsgemafi gezeigt werden, dass das 
Fehlen der Proteinkinase C-a weitere graviexende 
Unter schiede in der Expression ' von VEGF (vascular 
endothelial growth . factor) und des dazugehorigen 
Rezeptors (VEGF-R II) nach sich zieht. Wahrend bei. 
diabetischen Kontrolltieren ein signif ikanter An- 
stieg der exprimierten Mengen von VEGF und des VEGF 
R Il-Rezeptors nachgewiesen werden konnte, wurde 
.bei den Proteinkinase C-a-„knock out"-Tieren ein 
•deutlich geringerer Anstieg der exprimierten Mengen 
von VEGF und des ' VEGF R ' II-Rezeptors f estgestellt . 
Dieses Ergebnis ist sofern von ' immense r Bedeutung, 
■ als eine gesteigerte VEGF-Expression als einer der 
wichtigsten Mediatoren fur die Entstehung einer di- 
abetischen Retinopathie ' angesehen wird (Aiellb und 
Wong, Kidney Int. Suppl., 77 (2000), Sl.13-9; Benja- 
min, Am. J. Pathol.', 158 (2001) , 1181-1184) . '■ 

Aus den erf indungsgemafien Ergebnis sen ergibt sich, ■ 
.dass der Proteinkinase C-a. bei der . Regulation der 
Heparansulfat-Proteoglykan-Bildung und bei der Aus- 
pragung einer- Proteinurie. eine zentrale Rolle zu- 
kommt. .Die •' erf indungsgemafien Ergebnisse zeigen 
auch, dass der Proteinkinase C-a bei der Manifesta- 
tion der Proteinurie eine erheblich wichtigere Rol- 
le als der Proteinkinase C-(5 zukommt, wobei die 
Proteinkinase ' C T |3 allerdings of f ensichtlich in der 
. Lage ist, 'zumindest. eine'n Teil der Funktionen der 
Proteinkinase C-a zu ubernehmen. .Die erf indungsge- 
• mafien Ergebnisse zeigen ferner, . dass ' eine Hemmung 
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der Proteinkinase Oa-Iso.form sowohl gezielt Schutz 
yor der Entwlcklung diabetischer Spatfolgen, . wie 
diabetischer Nephrbpathie, diabetischer Retino- 
pathie und/oder kardioyaskularer Komplikationen, 
als auch gezielt Schutz vor der Entwicklung von Er- 
krankungen- bietet, die mit Proteinuric einhergehen. 

Erf indungsgemali ' ist also vorgesehen, zur Behandlung 
und/oder Prevention .von Gef afi-Krankheiten, Herz- 
Kreislauf-Krankheiten, mit Proteinuria assoziierten 
Nierenerkrankungen, diabetischen Spatschaden • 

und/oder kardiovaskularen Komplikationen bel 'Pati- 
enten mit ' Diabetes mellitus, kardiovaskularen Kom- 
plikationen bei Patienten mit Hypertonie und/oder 
kardiovaskularen Komplikationen bei Patienten mit 
Hypercholesterinamie Agenzien zu verwenden, die die 1 
Expression, und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-a 
(PKC-a) vermindern oder hemmen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter „Krankheiten M oder „Erkrankungen" Stbrun- 
gen der Lebensvorgange' in- Organen Oder im gesamten 
Organismus mit der Folge von s'ubjektiv empfundenen 
beziehungsweise objektiv feststellbaren korperli- 
. chen, seelischen beziehungsweise geistigen Verande- 
rungen verstanden. Unter „Komplikationen" ' oder 
^Spatschaden" werden Folgeerkrankungen oder Sekun- 
darkrankheiten verstanden, das heifit eine zu einem 
primaren' Krankheitsbild hinzutretende zweite' Er- 
krankung . , 

Erfindungsgemali handelt es sich bei den >zu behan- 
delnden Krankheiten insbesondere um GefaJi- 
Krankheiten, Herz-Kreislauf-Krankheiten, mit Prote- 



inurie assoziierte Nierenerkrankungen, ' Diabetes 
irielli'tus mit. und ohne assoziierte Spatschaden 
und/oder kardiovaskulare Komplikationen, Hypertonia 
mit und ohne assoziierte kardiovaskulare Komplika- 
tionen und/oder Hypercholesterinamie mit. und .ohne.- 
' assoziierte kardiovaskulare Komplikationen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter „Gef afi-Krankheiten" oder „Gefafi^ 
Erkrankungen" insbesohdere' Krankheiten der' Arterien 
verstanden, die' zu fun kti one 11 en oder organischen 
Durchblutungsstorungen ftihren. In bevorzugter . Aus- 
fuhrungsform der Erfindung ist die, Gef aft-Krankheit 
eine periphere arterielle Verschlus.skrankheit . Un- 
ter einer „arteriellen Verschlusskrankheit" ..wifd 
eine Erkrankung verstanden, die durch stenosierende 
beziehungsweise obliterierende Veranderungen an den 
Arterien verursacht werden und zu Durchblutungssto- 
rungen mit Ischamie in versorgungsabhangigen Gewe- 
ben oder Organen ftihren. Bei Diabetes meilitus 
kommt es insbesondere zu chronischen Verschluss- 
krankheiten, die unter anderem durch obliterierende 
Arteriosklerose, auch Angiopathien ' und Angioneuro- 
pathien, verursacht werden. 

Unter „Herz-Kreislauf krankheiten" werden Krankhei- 
ten und Storungen verstanden, die die Funktion von- 
Herz und Kreislauf^ beispielsweise den Fiillungszu- 
stand und Tonus des Kreislauf systems, die Auswurf- 
leistung des Herzens, die neura'len und humor alen • 
Kopplungsmechanismen' zwischen Herz und 'Kreislauf 
etc. " betreffen. . In bevorzugter Ausf uhrungsform der 
Erfindung handelt es sich bei den Herz-Kreislauf- 
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Efkrankungen um koronare Herzerkrankung, Herzin- 
farkt unci Schlaganf all . , 

Unter „koronarer Herzerkrankung* wird die klinische 
Manifestation einer primaren • Koronarinsuf f izienz 
verstanden, wobei es dur.ch Einengung oder Ver- 
schluss von Herzkranzgef afterv zu einer Verminderung 
der Durchblutung und damit der Zufuhr von energie- 
lief ernden Substraten und Sauerstof f zum. Herzmuskel 
konvmt . 

Unter einem „Herzinf arkt" wird die Nekrose eines 
umschriebenen Her zmuskelbez irks, die , meistens akut 
als Komplikation bei chronischer koronarer Herz- 
krankheit auftritt, verstanden. Die Ursache fiir ei- 
nen Herzinfarkt sind anhaltende kritische lyiangel- 
durchblutung bei Koronarinsuf f izienz und langer an- 
dauernden Koronargef alispasmen insbesondere im Be- 
reich einer yorbestehenden exzentrischen Koro- 
narstenose. Der Herzinfarkt manifestiert sich hau- 
fig bei korperlicher oder .psychischer Belastung in- 
folge der Steigerung des Sauerstof fbedarfs des 
Herzmuskels oder' bei akuter Upterbrechung der Bl'ut- 
versorgung. 

Unter' „Schlaganf all v oder „Apoplexie" wird ein i-. 
chamischer Hirninfarkt infolge artieller Durchblu- 

•• tungsstorung .des. Gehirns verstanden. Der Schlagan- 
fall wird durch Embolien verursacht, die von arte- 
riosklerotischen Veranderungen extrakranieller Ge- 
fafie oder vom Herzen ausgehen, selteher infolge ei- 

• ner Stenose oder zerebraler Mikroangiopathien. 



Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter „mit Proteinuric assoziierten Nierener- 
krankungeh" insbesondere parenchymatose' Nierener- 
krankungeri verstanden, ' die durch das ■ Vorhandensein 
von Eiweifien im Harn charakterisiert sind'. Bei der 
Proteinurie kann e's sich urn. eine' glomerulare Prote-' 
inurie, eine • tubulare Proteinurie oder eine glome- 
rular-tubulare . Mischproteinurie handeln. Die . aus- 
schliefilich renale Ausscheidung von Albumin und 
Transferrin .charakterisiert die selektive' Proteinu- 
rie/ die • beispielsweise • bei Minimal-change- 
Nephropathie auftritt. Bei der nicht-selektiven 
Proteinurie ist auch IgG im Harri; nachweisbar. Diese 
Proteinurie-Form ist beispielsweise bei Nierenamy- 
loidose zu. finden, aber auch im f ortgeschrittenen 
Stadium der diabetischen Nephropathies Einer tubu- 
laren Proteinurie liegen tubolointerstielle Erkran- 
kungen zugrunde, die reabsorptive Prozesse beein- 
tr'achtigen, ' was die Exkretion niedermolekularer 
Proteine. zur Folge hat. Klinisch ist die tubulare 
Proteinurie insbesondere dann bedeutsam, wenn sie 
mit anderen Defekten des proximalen Tubulus assozi- 
iert ist . /Tubulare Proteinurien kommen unter ande- 
. rem bei Erkrankungen wie hereditarer Tvibuolpathie, 
renal-tubuiarer Azidose, bakteriell oder medikamen- 
tos induzierter interstitieller. Nephritis, akutem 
.Nierenversagen, Schwermetallvergif tungen, Bence- 
Jones-Nephropathie und in der. postoperativen Phase 
der Nierentransplantation vor. Der 'glomerular- 
tubularen Mischproteinurie liegen haufig primare 
glomerulare Erkrankungen mit ausgepragten sekunda- 
ren interstitiellen Verander.ungen zugrunde. 
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, In- bevorzugter Ausf iihrungsf orm der Erfindung han- 
delt es sich daher bei den mit Proteinurie assozi- 
ierten Nierenerkrankungen 'insbesondere urn Minimal- • 
change-Nephropathie, sonstige Glomerulopathien, 
5 Nier.enamy-loidose, hereditare Tubulopathie, renal- 
tubulare Azidose, medikamentos oder bakteriell in-" 
duzierte ' interstitielle Nephritis., akutes Nieren- 
versagen, Bence-Jones-Nephropathie und die postope- 
rative Phase einer Nierentransplantation. 

10 Im Zusammenhang mit der . vorliegenden Erfindung wer- 
1 den- unter „Diabetes mellitus" verschiedene Formen 
der Glycose-Stoffwechselstorung mit unters.chiedli- . 
cher Atiologie- und- Symptomatik.- verstanden. Gemein- 
sames Kennzeichen .ist ein relatiyer oder absoluter ■ 
15- Mangel an Insulin. Diabetes mellitus-Erkrankungen 
sind durch eine dauerhafte Erhohung der Blutglucose 
(Hyperglykamie) oder durch eine zeitlich inadequate 
'Verwertung zugefuhrter Glucose gekennzeichnet . Der 
•. Diabetes' mellitus wird in Typ I ( IDDM) und Typ II 
• 20 (NIDDM) unterteilt . ■ ' ''• 

I Diabetes-spezif ische und Diabetes-assoziierte chro- 

nisch'e Komplikationen sind Mikroangiopathie; wie 
Retinopathies Nephropathie und Neuropathie, Poly- 
neuropathies diabetischer Full, Storung des Ske- 
25 lett-, Stiitz- und Bindegewebes sowie Magroangio- 
pathie, ■ insbesondere koronare, Herzerkrankung, ce- 
rebrale Durchblutungsstorung und periphe arterielle 
Verschlusskrankheit . 

Unter „diabetischer Retinopathies wird eine bei Di- 
30 abetes mellitus auftretende Mikroangiopathie des 
Augenhintergrundes . verstanden. Formen 'der diabeti- 
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schen .Retinopathie sind die" nicht-prolif erative Re- 
tinopathie (Hintergrundretinopathie) ,. wie Netzhaut- 
blutuhgen, • Mikroaneurysmen, harte Exsudate, . Netz- 
hautodem mit Sehscharf enverlust, sowie die prolife-' . 
rat ive Retinopathie, wobei es zum zusatzlichen Auf- 
tretenvon Cotton-wool-Herden und Gef aJJneubildungen ' 
auf und vor der Netzhaut mit Glaskorperblutungen 
infolge Netzhautischamie .' durch Gef aJJyerschlusse 
kommt. Die proliferative Retinopathie kann zu Trak- 
tionsamotio, neovaskularem Glaukom' und Erblindung 
fiihren. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter „diabetischer Nephropathie" , die auch als di- 
abetische Glomerulosklerose bezeichnet wird, ..eine 
Schadigung der glomerularen Nierenkapillaren ver- 
standen. Klinisch auBert sich die diabetische Neph- 
ropathie durch Proteinurie, Hypertonie, Odeme, eine 
diffuse Verbreiterung der Basalmembran, eine Zunah- 
me des Mesangiums und spatere knotchenartige Verdi- 
ckungen in den Glomerulusschlingen mit Einengung. 
des Gef aI5 lumens sowie fibrinoide Ablagerungen in 
der Kapillarwand und Mikroaneurysmen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer „diabetischen Neurbpathie" eine.Erkran- 
kung der peripheren Nerven verstanden. Insbesondere 
handelt es sich dabei urn die symmetrische distale 
sensomotorische Polyneuropathie , und die autonome 
' Neuropathie. Die periphere Polyneuropathie manifes- 
tiert sich typischerweise- an den unteren Extremita-^ 
ten, . beginnend an den Fulien, und. schreitet nach 
proximal weiter und betrif f t nicht selten auch die 
Arme. Die Symptomatologie variiert erheblich,- wobei 
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Beschwerden wle 'Schmerzen, Taubheitsgef uhl und Pa- 
rasthesin haufig zu einer Exaze'rbation fuhren. 

.Unter kardiovaskularen Komplikationen bei Diabetes 
werden erf indungsgemaJJ Herz-Kreislauf - und Gefafier- 
5 krankungen, ■ insbesondere periphere Verschlusskrank- 
heit, koronare ■ He.rzkrankheit , Her'zinf arkt. und 
Schlaganf all verstanden, die inf olge von Diabetes 
. mellitus auftreten. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird. 

10 unter „Hype.rtonie" Oder . „Hypertonus" • Bluthochdruck 
•oder Hochdruckkrankheit verstanden, der /die durch 
eine dauernde ErhShung des Blutdruckes auf Werte 
von systol'isch von mehr als 140 mmHG . und diasto- 
lisch von mehr als. 90 mmHG gekennzeichnet ist. Un- 

15 ter „mit Hypertonie assoziierten kardiovaskularen 
Komplikationen" werden erf indungsgemali Herz- 
Kreislauf- und Gef aUerkrankungen, insbesondere' pe- 
riphere Verschlusskrankheit, koronare Herzkrank- 
heit, Herzinfarkt und Schlaganf all verstanden, die 

20 . infolge- von Hypertonie auftreten. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter hypercholesterinamie" eine erhohte Choleste- 
rin-Konzentration im Blut verstanden, wobei die Hy- 
percholesterinamie primar oder sekundar infolge von 
25 Diabetes auftreten kann. Hypercholesterinamie .ist 
ein Risikofaktor fur Arteriosklerose . Unter „mit 
Hypercholesterinamie assoziierten kardiovaskularen 
Komplikationen" werden erf indungsgemali Herz- 
Kreislauf- und Gefafterkrankungen, insbesondere • pe- 
.30 riphere. Verschlusskrankheit,. koronare Herzkrank- 
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heit, Herzinfarkt und Schlaganf all- verstanden, ' die 
infolge von. Hyper.cholesterinamie auftreten. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer „Proteinkinase C" oder „PKC" eine Pro- 
5 . teinfamili'e verstanden', die bei der Signalubertra- 
gung eine . essentielle Rolle spielt, wqbei die PKC- 
Proteine durch Phosphorylierung. von Substraten, '.wie 
Enzymen, Transkriptionsf aktoren und/oder Cytoske- 
• lett-Proteinen intrazellular regulatorische Funkti- . 
10 onen ausuben. Die Aktivierung der PKC-Proteine 
fahrt beispielsweise zu . einer Aktivierung weiterer 
Proteinkinasen ■ einschliefilich der Mitogen- 
aktivierten Proteinkinas'e (MAPK) , die somit ein 
Substrat der PKC-Proteine sind. Proteinkinase C- 
15 Proteine sind' die Haupt-Phorbolester-Rezeptoren. 
: Die Proteinkinase C-Proteinf ami lie umf asst < mindes- 

tens zwolf Isoformen in Saugerzellen, ' die in "drei- 
unterschiedliche Subfamilien unterteilt werden. Die 
sogenanhten herkommlichen (conventional) Proteinki- 
20 hase C-Isoformen (cPKC) .umfassen die Isoformen PKC- 
a, PKC-p'I und die SpleiBvariante ' pil sowie PKC- 
gamma'. Die sogenannten neuen Proteinkinase- 
Isoformen (nPKC) umfassen die ' Isoformen PKC-delta, 
PKC-epsilon, PKC-eta und PKC-theta. Die sogenannten 
25 atypischen Proteinkinase C-Isoformen (aPKC) umfas- 
sen die Isoformen PKC-zeta und PKC-lambda (auch als 
PKC-iota bekannt) . Weitere Isoformen 'sind PKC-mu 
(auch als Proteinkinase D bezeichnet) sowie die 
PKC-verwandten Kinasen (PRK) , die eventuell eigene 
30 Subfammilien darstellen (Toker, Frontiers in Bios- 
ciences, 3 (1998), dll34-1147). Die PKC-Isof ormen 
unterscheiden sich sowohl 'in ihren Aminosaurese- 
quenzen als auch in den die Aminosauresequenzen co- 
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dierenden Nucleinsauresequenzen (Coussens et' al . , 
Sciences, 233 (1986), 859-866). Die PKC-Proteine 
weisen allesamt eine Domanenstruktur ■ auf . Auch ihre 
zellularen Expressionsmuster, die Mechanismen ihrer 
5 Aktivierung und ihre Substratspezif itat unterschei- . 
den sich. 

Die Mehrzahl der Proteinkinase ' C-Isof ormen ist vor 
Aktivierung. nicht membrangebundeh 1 und ist im Cy- 
toplasma diffus verteilt. Die Aktivierung der Akti- 
•10 vitat jeder Isoform durch Behandlung der Zellen rhit 
der Phorbol-Verbindung 12-O-Tetradecanoylphorbol- ' 
13-acetat fuhrt zu Isozym-spezif ischen Veranderun- 
gen der Z'ellmorphologie. sowie zu einer schneilen 
selektiven Dmverteilung der verschiedenen PKC- 

15. Isozyme in verschiedene subzellulare ' Strukturen. 
Die Proteinkinase C-a-isoform reichert sich insbe- 
sondere im endoplasmatischen Re'tikulum und am Zell- 
rand an,' wahrend die PKC-pII-Isof orm in den actin- 
reichen Mikrof ilamenten . des Cytoskeletts angerei- 

20 chert wird. Die Substratspezif itat der PKC- 
Isof ormen wird zumindest teilweise durch die sub- 
zellulare Verteilung der.aktivierten Proteinkinase 
' C-Isozyme vermittelt. 

Unter . „Proteinkinase . C-cc" wird ein Protein verstan- 
'25. den, das durch Calciumionen und Dialcylglycerin ak- 
tiviert wird, wobei sich die aktivierte Proteinki- 
nase C-a insbesondere im endoplasmatischen Retiku- 
lum und am Zellrand anreichert.- Die Aminosaurese- 
quenz der PKC- a und die die PKC- a-codierende . Nuc- 
30 leinsauresequenz sind in Coussens et al., Sciences, 
233 (1986), 859-866, beschrieben. Das PKC- a- 
Protein weist eine ahnliche Domanenstruktur wie die 
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iibri'gen cPKC-Proteine auf . Das Protein, umfasst ei.ne 
Pseudosubstrat-Domane, eine Cystein-reiche Region, 
eine Calcium-Bindungsdomane 'und eine katalytische 
Domane. PKC- a kann durch , Diacylglycerin, Phorbo- 
• 5' lester, / Phosphatditylserin und Calcium aktiviert'- 
werden. " 

• Im , Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den linter „Agenzien, die die Expression "der Prote- 
inkinase C- a vermindern oder hemmen" solche Mittel 

10 verstanden, die sowohl unter in vitro-Bedingungen 
als auch unter in vivo-Bedingungen die Synthese ei- 
nes f unktionsf ahigen PKC- a-Proteins vollstandig 
verhindern oder ■zumindest reduzieren, wobei die 
Transkription der die PKC- a-codierenden DNA— 

15 . Sequenz in eine komplementare mRNA-Sequenz, die 
Prozessierung der mRNA, die Obersetzung der mRNA in 
eine Polypeptid-Kette, die Prozessierung. des Poly- 
peptids und/oder postranslationale Modif ikationen 
des Polypeptids gehemmt oder. vermindert werden. Die 

20 • Verwendung von Agenzien, die die Expression der 
• Proteinkinase C- a vermindern oder hemmen, kann al- 
so dazu fuhren, dass entweder. iiberhaupt kein fuhk- 
tionsf ahiges, beispielsweise. aktivierbares 'PKC-a-; 
Protein hergestellt wird oder aber die Menge des 
' 25 erzeugten f unktionsf ahigen, beispielsweise- akti- 
vierbaren PKC- a-Proteins vermindert' ist. Die Ver- 
wendung von Agenzien, die die Expression der .Prote- 
inkinase C- a vermindern oder hemmen, kann ' aber 
auch dazu fuhren, dass ein nicht-f unktionsf ahiges, 

30 beispielsweise nicht-aktivierbares . PKC- a-Protein 
oder ein nur teilweise f unktionsf ahiges PKC- oc- 
Pratein erzeugt wird. , 
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Im Zusammenhang, mit der vorliegenden. Erfindung wer- 
den unter „Agenzien, die die Aktivitat der Protein- 
kinase C- a vermindern oder hemmen" solche Mittel- 
verstanden, die sowohl unter in, vitro-Bedingungen 
5 ' ' als auch unter in' vivo-Bedinguhgen die biologische 
Aktivitat des funktionsf ahigen PKC- a-Proteins 
vollstandig oder teilweise eliminieren _ konnen . Die 
vollstandige oder teilweise Inaktivierung des PKC- 
a-Proteins kann beispielsweise dadurch erfolgeri, 
10 dass das verwendete Agens direkt mit dem PKC- ct- 
Protein in Wechselwirkung tritt. Die direkte Inter- 
aktion .zwischen Agens und PKC- a-Protein kann bei- 
spielsweise durch kovalente oder nicht-koval.ente 
Bindung erfolgen; Durch die Wechselwirkung zwischen 
• 15 Agens und PKC- a-Protein kann es beispielsweise 
. auch zu 'chemischen Anderungen der Prpteinkinase 
kommen, die zu einem Verlust der biologischen Akti- 
vitat der Proteinkinase fiihrt. Die Wechselwirkung 
kann beispielsweise auch zu eineiti spezifischen Ab- 
20 bau der PKC- a f.uhren. .Agenzien; die , die Aktivitat 
der Proteinkinase C- a vermindern oder' hemmeh, kon- 
neh aber auch solche sein, die spezifische Substra- 
te, Zielstrukturen oder Zielmolekaie der PKC- a so 
modifizieren oder eliminieren oder daran binden, 
25 1 dass auf -diese Weise die biologische Aktivitat der 
• PKC- a reduziert oder ganzlich unterbunden wird. 
Agenzien, die. die Aktivitat. der Proteinkinase, C- a 
vermindern oder hemmen, konnen auch solche sein, 
die die Translokation der PKC- a nach Aktivierung, 
,30 beispielsweise durch Phorbol-Behandlung, in das en- 
doplasmatische Retikulum oder an den Rand der Zel- 
le, verhindern, so' dass die PKC- a nicht mitxhren 
. spezifischen Substraten, Zielstrukturen oder Ziel- 
molekiilen in Wechselwirkung treten kann. 
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In besonders be.vorzugter Ausf iihrungsf orm der Erfin- 
dung handeit es sich.bei den erf ihdungsgemaft einge- 
setzten Agenzien urn Agenzien> die spezifisch die. 
Expression und/oder Aktivitat der PKC- ix vermindern 
5 oder . hemmen, nicht jedoch die Expression und/oder. 
Aktivitat anderer PKC-Isof ormen, beispielsweise der 
PKC-|3. 

Erf indungsgemaft sind die Agenzien, die spezifisch 
' die. Expression und/oder Aktivitat ' der ' PKC- a ver- ■ 

10 mindern oder hemmen, ausgewahlt aus der Gruppe be- 
stehend aus Nucleinsauren, die die Expression des 
Proteinkinase C-a-Gens vermindern oder hemmen,. die 
Nucleinsaure enthaltenden V.ektoren, die Vektoren 
enthaltenden Wirtszellen, die Expression der Prote- . 

15 inkinase C-a hemmende oder vermindernde Substanzen, 
die Translokation der ■- Proteinkinase C-a hemmende 
Substanzen, Antagonisten der Proteinkinase C-oc- 
Aktivitat und Inhibitoren der Proteinkinase C-qc- 
Aktivitat. 

20 Erf indungsgemaB bevorzugt ist die ver.wendete .Nuc- 
leinsaure ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 

a) einer humane Proteinkinase C-a codierenden 
Nucleinsaure oder einem Fragment davon, 

b) einer Nucleinsaure, die zu der Nucleinsaure 
25 nach a) komplementar ist, oder , einem Fragment 

dayon, 



c) einer Nucleinsaure, die durch Substitution, 
Addition, inversion und/oder Deletion einer o- 
der mehrerer Basen einer Nucleinsaure naeh a) 
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oder b) erhal,tlich ist, oder. einem Fragment da-. 
. von;, und 

d) einer Nucleinsaure, die zu einer Nuclein- 
saure nach a.) bis c) eine Hpmologie yon mehr 
5 ' als 80% aufweist oder einem Fragment davon. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden' Erfindung wird , 
! unter einer "Protelnkinase C-a oder ein Fragment' 
davon codierenden Nucleinsaure" .eine Nucleinsaure 
verstanden, die ein PKC-a-Protein. oder ein Fragment' 

10 davon codiert, das die f unktionellen Domanen, ins- 
• besondere die Pseudosubstrat-Domane., die Cystein- 
reiche Region, die Calcium-Bindungsdomane unci, eine 
katalytische Domane der nativen Proteihkihase C-a 
aufweist. - In bevorzugter . Ausf uhrungsf orm der Erfin- 

15 dung codiert die, erf indungsgemafi verwendete Nuc- 
leinsaure humane . PKC-alpha beziehungsweise Teile 
davon ; • 

"Homologie" bedeutet im Zusammenhang mit der Erfin- 
dung eine Sequehzidentitat von mindestens 80 % r , 

20 vorzugsweise mindestens 85 % und besonders bevor- 
zugt mindestens mehr. als ,90 %, 95 %, 97 % und 99 %. 
Der dem Fachmann bekannte Ausdruck der "Hbmologie" 
bezeichnet somit den Grad der Verwandtschaft zwi- 
schen zwei oder mehreren Nucleinsauremolekulen, der 

25 durch die Obereinstimmung zwischen den Sequenzen 
bes.timmt wird. 

Bei der" erf indungsgemafi. ,yerwendeten Nucleinsaure 
'' • kann es sich urn eine DNA- oder RNA-Sequenz, <insbe- , 

sondere in linearer Form, handeln. Die Nucleinsaure 
30 kann eine aus naturlichen Quellen, beispielsweise 
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aus eukaryontischen Geweben, vorzugs.weise aus' Sau-. 
gergeweben, bevorzugter aus. menschlichen Geweben, 
isolierte Nucleirisaure sein oder" synthetisch. herge- 
stellt wordensein. 

5 Erfindungsgemaft .ist insbesondere vorgesehen, dass 
die als Agens verwendete Nucleinsaure, sofern sie . 
in einem Vektor, insbesondere einem Expressionsvek- ' 
tor, . insert iert ' ist, in. einer Wirtszelle in Anti- ■ 
sense-Orientierung zu einem Promotor die Expression 

10' des Gens der humanen Proteinkinase C-a hemmen kann. 
Bei Insertion der erf indungsgemali eirigesetzten Nuc- 
leinsaure in Aritisense-Orientierung in einem Vek- 
tor, das heifit bei Vorliegen eines Antisense-. 
Konstfrukts der erf indungsgfemali eingesetzten Nuc- . 

15 leinsaure, wird die Nucleinsaure als Antisens.e- 
Nucleinsaure t-ranskribiert . Bei Transkription des 
t nativen PKC-alpha-Gens der Zelle kann dann das er- 
zeugte Antisense-Transkript der erf indungsgemaii 
verwendeten . Nucleinsaure ■• durch Watson-Crick- 

20 Basenpaarungen an das in Sense-Orientierung vorlie- ■ 
gende mRNA-Transkript des nativen Proteinkinase C- 
ct-Gens unter Bildung einer Duplex-Struktur binden. 
Auf diese Weise wird selektiv die Translation der • 
mRNA des nativen PKC-a-Gens- in ein Polypeptid un- 

25 terbunden und die Expression der nativen PKC-alpha 
spezifisch gehemmt, ohne. dass die Expression ande- 
rer zellularer PKC-Isoformen gehemmt wird. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
ist vorgesehen, dass die zur Erzeugung von Anti- 
30 sense-Konstrukten verwendete Nucleinsaure , nicht die 
gesamte PKC-alpha-codierende Sequenz umfasst, son- 
•dern nur Fragmente davon. Diese Fragmente umfassen 
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mindestens 10 Nucleotide, vorzugsweis'e mindestens 
50 Nucleotide, besonders bevorzugt mindestens 200' 
Nucleotide, wobei die von den' Fragmenten uberspann- 
ten Nucleotid-Bereiche der PKC-alpha-codierenden 
5 Sequenz so 'ausgewahlt sind, dass bei Expression' der 
Fragmente in Antisense-Orientierung in einer Zelle 
eine spezifische Hemmung der • 'Expression der PKC- 
alpha, insbesondere der humanen PKC-alpha, erfolgt, 
nicht jedoch eine Hemmung anderer , PKC-Isof ormen, 
10 beispielsweise der PKC-beta-Isof ormen . 

Erf indungsgemafi ist vorgesehen, dass die vorstehend 
' genannte Nucleinsaure bezi'ehungsweise ein geeigne- 
tes Fragment .davon in einem Vektor unter der Kon- 
trolle .von mindestens einem Expressions- 

15 Regulat'ionselement insert iert ist, wobei die Nuc- 
leinsaure oder das . Fragment davon in Antisense- 
Orientierung zu den Expressions-Regulations- 
' elementen insertiert ist.' Nach Einfuhrung des Vek- 
tors in eine Zelle, beispielsweise eine Saugerzel- 

20 le, insbesondere eine menschl'iche Zelle,. kann so 
die Nucleinsaure oder das Fragment davon in Anti- 
se'nse-Orientierung exprimiert und dadurch die Ex- 
pression der nativen PKC-alpha der Zelle effizient 
' inhibieren. Vorzugsweise handelt es sich bei dem 

25 ' Vektor urn ein Plasmid, ein Cosmid, einen Bakteri- 
ophagen oder ein Virus. 

Die vorliegeride Erf indung betrif f t daher auch einen 
Vektor, def eine PKC-alpha-codierende Nucleinsaure- 
' sequenz oder ein Fragment unter der f unktionellen 
30 Kontrolle von " mindestens ■ . einem Expression- 
Regulationselement umfasst, wobei die Nucleinsaure 
oder das Fragment davon in Antisense-Orientierung 
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zu dem Regulationselement insertiert ist. Bei dem 
Expressions-Regulationselement. handelt es sich ins- 
. besondere urn einen- Promotor, eine Ribosomenbin- 
dungsstelle, eine Signalsequenz oder einen 3'- 
5 ' Transkriptionsterminator-. 

Eine weitere Ausf uhrungsf orra der Erfindung betrifff 
eine Wirtszelle, . die einen vorstehend beschriebenen ■ 
Vektor enthalt. Bei -der Wirtszelle handelt es sich 
insbesondere urn eine Saugerzelle , . vorzugsweise eine 
10 menschliche ' Zelle. In . besonders bevorzugter Form • 
handelt es sich bei der menschlichen Zelle ura eine 
adulte Stammzelle. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm-. der Erfindung 
werden zur Hemmung der Expression der PKC-alpha 
15 synthetisch hergestellte Antisense-Oligonucleotide. 
eingesetzt, die mindestens 10 Nucleotide, vorzugs- 

• weise mindestens 50 Nucleotide, besonders bevorz.ugt 
-mindestens 200 Nucleotide umfasst. Solche Anti- 
sense-Oligonucleotide konnen direkt. zur Hemmung der ' 

20 PKC-alpha-Expressidn eingesetzt werden, das heiiit 
mussen nic'ht in einen Vektor insertiert und unter' 
zellulareh Bedingungen .exprimiert werden. In einer 
besonders bevorzugter Ausf uhrungsf drm handelt es - 
' sich ■ bei diesen PKC-a-spezif ischen Antisense- 

25 Oligonucleotiden um das Produkt ISIS 3521 -von Isis 

• Pharmaceuticals., das ein starker selektiver . Inhibi- 
tor der Proteinkinase-alpha-Expression ist. -In ei- 
ner weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orra 
der Erfindung handelt es sich bei den erf indungsge- 

30 maft eingesetzten PKC-a-spezif ischen Antisense- 
Oligonucleotiden um die von Busutti .et ,al., J. 
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Surg. Pathol. /' 63" (1996)/ 137-142,. beschriebenen . 
Antisense-Oligodesoxynucleotide . 

' ! Erf indungsgemaft konnen sowdhl die vorstehend ge- . 
nannten Nucleinsauren, die. diese Nucleinsauren ent- 

5 haltenden Vektoren als auch . die- Vektoren enthalten- ' 
de Wirtszellen als Agenzien zur Behan'dlung und/oder 
Prevention von Gef aft-Krankheiten, Herz-Kreislauf- 
Krankheiten, mit Prqteinurie assoziierten Nierener- 
krankungen, . mit Diabetes mellitus assoziierten 

10 Spatschaden und/oder kardiovaskularen Komplikatio- 
nen> mit Hypertonie assoziierten kardiovaskulare 
Komplikationen'. und/oder mit Hypercholesterinamie 
assoziierten kardiovaskularen Komplikationen, bei- 
spielsweise im Rahmen einef Gentherapie, eingesetzt 

15. werden. 

In einer weiteren ' bevorzugten Ausf uhrungsf orm der. 
Erfindung ist vorgesehen, dass zur Hemmung oder 
Verminderung der Expression der Proteinkinase-alpha. 
ein Ak'tivator der Proteinkihase C-cx eingesetzt 
20 wird. Vorzugsweise ist der Aktivator eine .Phorb.ol- 
Verbindung, 1 insbesondere 12-O-Tetradecanoyl- 
phorbol-13-acetat (TPA) . oder Phorbol-12, 13- 
dibutyrat (PDBu) . Es ist bekannt, dass eine Inkuba- 
. tion von Zellen mit beispielsweise PDBu. tiber einen 
25 Zeitraum von 16 h bis 24 h zu einer vollstandigen 
Down-Regulation der PKC-alpha fuhrt (Busu^ti ef 
al. f J. .Surg. Res/, 63 (1996), 137-142). Auch ist 
' bekannt, dass eine Behandlung mit einer hoheren 
TPA-Konzentration , beispielsweise 1,6 uM, die PKC- 
^30 alpha-Expression vollstandig hemmt; Erf indungsgemaB 
ist daher die Behandlung erkrankter Gewebe mit 
'Phorbolestern in einer Konzentration ' von vorzugs- 
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weise mehr als 1,6..jxM iiber einen Zeitraum von min- 
destens 15 h -vorgesehen, urn die Expression der PKC- 
alpha in den betreffenden Geweben oder Organen zu . 
teilweise oder vollstandig zu blockieren.- 

In einer weiteren' bevorzugten, Au'sf tihrungsf orm ist 
die Verwendung eines Inhibitors zur Henimung oder 
Verminderung der Aktivitat der Proteinkinase-a vor- 
gesehen- Im Zusammenhang mit der vorliegenden Er- 
firidung wird unter einera „Inhibitor" ein Stoff ver- 
■standen, der die biologische Aktivitat der Protein- 
kinase C-a kompetitiv hemmt-, die Raurastruktur der 
PKC-a allosterisch verandert oder. die. PKC-a durch 
Substr'athemmung inhibiert. 

■ In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erf indung 
ist der Inhibitor ein mit der Proteinkinase C-a 
spezifisch reagiererider . Antikorper. Unter einem 
„Antik6rper" werden Polypeptide verstanden, die im 
Wesen'tlichen durch ein Immunglobulin-Gen. bezie-' 
hungsweise Immunglobulin-Gene codiert werden, oder 
Fragmente davon, die spezifisch einen Analyten, ■ das 
heilit ein .Antigen, binden und erkenneri konnen. 
Durch' die Bindung des Antikorpers an die PKC-a 
wird deren biologische Aktivitat gehemmt . Erfin- 
dungsgemali. kdnnen die AntikSrper gegen die Protein- 
kinase C-a als.intakte Immunglobuline oder als eine 
Reihe von Fragmenten vorkpmmen, die durch Spaltung 
mit verschiedenen Peptidasen erzeugt werden. Der 
erfindungsgemaiJ verwendete Begriff "Antik5rper" be- 

■ trifft auch modifizierte Antikorper, zum Beispiel 
oligomere Antikorper, reduzierte Antikorper, oxi- 
dierte Antikorper und markierte Antikorper. Der 
Begriff "Antikorper" umfasst auch Antikorperf rag- 
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mente,- die entweder ,durch Modif izierung des gesam- 
ten Antikorpers .oder de novo unter . Verwendung von 
1 .DNA-Rekombinatio'nsverf ahren, hergestellt wurden. Der 
Begrif f "Antikorper" umfas'st daher ' sowohl intakte 
5 Molekiile als • auch Fragmente davon,' wie Fab, F(ab')2 
■ und Fv',' die an die epitopischen'. Determinanten bin-' 
den konnen. Diese Ant ikorper fragments behalf en die 
.. Fahigkei.t, selektiv. an das entsprechen.de Antigen zu 
. binden.' Verfahren zur Hers'tellung von Antikorpern 
10 beziehung'sweise von Fragmenten davon sirid im Stand 
der OJechnik bekannt. r ' 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
ist der erf indungsgemali zur Hemmung der Aktivitat 
deir Proteinkinase C-a verwendete Antikorper ein mo- 

15 ■ noclonaler ' oder polyclonaler • Antikorper.- Erf in- 
dungsgemali kann der • Antikorper auch ein humanisier- 
ter Antikorper ist. In einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform der- Erfindung sind die. zur Hemmung/) 
der Aktivitat der Proteinkinase C-a verwendeten An- 

20 tikorper die von- Goodnight' et al. f J. Biol. Chem. , ' 
270 (1995), 9991-10001, beschriebenen. 

In einer weiteren bevorzugten; Ausf iihrungsf orm der ' 
, Erfindung ist- vorgesehen/ dass- der anmeldungsgemaft 
zur Hemmung der PKC-alpha einge.setzte Inhibitor den 

25 Phosphorylierungsstatus von Proteinkinase C-a a n- 
dert und dadurch die Aktivitat der -PKC-alpha he'mmt 
oder zumindest vermindert. Aus Tasinato. et al., Bi- 
ochem: J., 334 (1998), 243-249, 1st bekannt, ■ dass 
alpha-Tocopherol ■ die zellu'lare Proteinkinase .. C- 

30 alpha inaktivieren kann, indem der Phosphorylie- 
. rungsstatus von PKC-alpha verandert wird. In einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 



ist ' daher .die Verwendung von .alpha-Tocopherol , zur - 
Hemmung der- Aktivitat- der ■ PKC-alpha und daher., zur 
Behandlung und/oder Prevention von. . Gefaft- 
Krankheiten, Herz-Kreislauf-Krankheiten, mit Prote- . 
iriurie assoziierten' Nierenerkrankungen, diabeti^- 
'schen Spatschaden und/oder . kardiovaskular en Kompli- 
kationen bei Patienten mit Diabetes mellitus ,.. kar- 
diovaskularen . Komplikationen bei' Patienten.. mit Hy- 
pertonic und/oder kardiovaskularen Komplikationen 
bei Patienten mit Hypercholesterinamie Vorgesehen. 

In einer weiteren bevorzugten .Ausf uhrungsf orirv der ' 
Erfindung ist die' Verwendung von Antagonisten der. 
PKC-alpha zur Behandlung und/oder Prevention von 
Gefaft-Krankh.eiten,. • ■ Herz-Kreislauf-Krankheiten, mit 
Proteinurie assoziierten Nierenerkrankungen./ diabe- 
tischen Spatschaden und/oder kardiovaskularen Kom- 
plikationen bei Patienten . mit Diabetes mellitus, 
kardiovaskularen Komplikationen bei Patienten, mit 
Hypertonie und/oder ' kardiovaskularen Komplikationen 
bei Patienten mit- Hypercholesterinamie vorgesehen. 
Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erf indung wird 
unter einem „Antagonisten" ein Stoff verstanden, 
der mit der PKC-alpha urn Bindung an ein PKC-alpha- 
spezif isches Substrat konkurriert, ohne jedoch nach 
Bindung an das Substrat die gleiche Wirkung wie die 
PKC-alpha hervorzuruf en. Unter Antagonisten werden 
auch Substanzen verstanden, die- 1 aufgrund ihrer 
Struktur an eine ■ inaktive Konf o'rmation . eines PKC- 
alpha-spezif ischen Substrates angepasst , sind und 
daher die Aktivierung des Substrates durch die PKC- 
alpha verhindern. 



In bevorzugter Ausf uhrungsf orm der Erfindung wird 
als Antagonist - zur Hemmung der PKC-alpha -Aktivitat 
ein Derivat der PKC-alpha eingesetzt, das zwar an. 
die .Substrate der nativen. PKC-alpha bind'en kann, 
nach Bindung daran allerdings riicht die gleiche 
biologische Wir.kung wie native ■ PKC-alpha entfalten 
kann. ■ ■ ' 

Im Zusammenhang' mit der vorliegenden Erfindung. wer- 
den unter "Derivaten" funktionelle Aquivalente Oder 
Abkommlinge der Proteinkinase' C-a. verstanden, . die 
unter Belbehaltung der PKC- a-Grundstruktur durch 
Substitution von Atomen oder Molekiilgruppen bezie- 
hungsweise -resten erhalten. werden und/oder deren 
AminosauresequeTizen sich von der natiirlicherweise 
vorkommender menschlicher oder tierischer PKC- a- 
MolekUle an mindestens einer Position unterschei- 
den, die aber im wesentlichen einen hohen Grad an 
Homologie auf der Aminosaureebene aufweisen. Erfin- 
dungsgemafi umfasst der Begriff "Derivat" auch Fusi- 
onsproteine, bei denen am N-terminalen Teil bezie- 
hungsweise am C-terminalen Teil funktionelle Doma- 
nen eines anderen Proteins, beispielsweise eines 
anderen PKC- cc-Inhibitors f vorhanden sind. 

Die Unterschiede zwischen einem Derivat und nativer 
PKC- a konnen beispielsweise durch Mutationen, wie 
zum Beispiel Deletionen, Substitutidnen, Insertio- 
nen, Anlagerungen, Basenaustausche' und/oder Rekom- 
binationen der die PKC- Q-Aminosauresequenzen co- 
dierenden . Nucleotidsequenzen entstanden sein. 
Selbstverstandlich kann es sich dabei auch um na- 
tvirlicherweise auf tretende Sequenzvaria.tionen han- 
deln, beispielsweise um Sequenzen aus' einem • anderen 
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Organismus oder urn Sequenzen, die auf naturliche 
Weise mutiert wurden, oder Mutationen, die mit Hil- 
fe ublicher, auf dem FachgebietS .b^kannter Mittel, 
beispielsweise chemische Agenzien und/oder physika- 
lische, Agenzien, gezielt in die entsprechenden Se- 
quenzen eingefuhrt wurden.. 

In einer weiteren bevorzugten. Ausfuhrungsf orm der 
Erfindung wird als Antagonist ' zur Hemmung der PKC- 
alpha-Aktivitat . ein Analog der . PKC-alpha einge- 
setzt. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfin- 
dung werden unter „Analoga" von : Proteinkinase C 
Verbindungen verstanden, die keine mit der Protein- 
kinase C-a identische Aminosauresequenz aufweisen, 
•deren dreidimensionale Struktur jedoch der der Pro- 
teinkinase C-a stark ahnelt. Die ' erf indungsgemafi 
eingesetzten Analoga der PKC-a weise.n vorzugsweise 
ahnliche Substrat'spezif itats-Eigenschaf ten wie die 
PKC-a auf, das heifit konnen an die PKC-alpha- 
spezifischen Substrate binden, besitzen vorzugswei- 
se jedoch ni'cht die katalytischen Eigenschaf ten der 
PKC-a. Bei den erf indungsgemaU eingesetzten Prote- 
inkinase C-a-Analoga ka.nn es sich daher beispiels- 
weise um Verbindungen handeln, die die fur die Bin- 
dung von Proteinkinase C-a an PKC-a-Substrate ver- 
antwortlichen Aminosaurereste in geeigne'ter Konfor- 
mation enthalten und die daher die essentiellen Ei- 
genschaften des Bindungsbereiches der Proteinkinase 
C-a nachahmen konnen, ohne jedoch die gleichen ka- 
talytischen Eigenschaften wie .die Proteinkinase C-a 
zu besitzen. 



In einer weiteren Ausfiihrungsf orm der Erfindung 1st 
vorgesehen, das zur Behandlung und/oder Prevention 
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von Gefafi-Krankheiten, . Herz-Kreislauf-Krankheiten, 
" .mit Proteinurie assbziierten Nierenerkrankungen, 
diabetischen Spatschaden ' und/oder kardiovaskularen' 
Komplikationen bei Patienten mit Diabetes mellitus,.. 
5 kardiovaskularen' Komplikationen- bei Patienten mit 
" Hypertonie und/oder kardiovaskularen Komplikationen 
: bei Patienten mit Hypercholesterinamie Agenzien 
eingesetzt werden, .die nicht nur die Expression 
und/oder . Aktivitat der Proteinkinase . C-a (PKC-a) 
10 vermindern oder hemmen, sondern gleichzeitig die 
Expression und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-p 
' (PKC-p) . Takahashi uhd Kamimura beschreiben . in J. 
Invest. Dermatol.,, 117 (2001), -605-611, dass das 
Immunsuppressivum Cyclosporin A. die Expression der 
15 ' Proteinkinase-C-Isoformen alpha, beta I und beta II 
gleichzeitig vermindert. In einer besonders bevor- 
zugten Ausfuhrungs form der Erfindung ist daher die 
Verwendung von Cyclosporin A zur Verminderung der 
Expression der PKC-alpha und der PKC-beta und somit 
20 zur Behandlung der' vorstehend genannten Krankheiten 
vorgesehen. • 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs form der 
Erfindung ist vorgesehen, dass das Agens, das spe- 
zifisch die Expression und/oder Aktivitat der Pro- 

25 teinkinase C-a vermindert oder hemmt, in Kombinati- . 
on. mit einem Agens verwendet wird, das', spezifisch 
• die Expression und/oder Aktivitat der Proteinkinase 
C-p vermindert oder hemmt. Erf indungsgemaB werden 
unter „Proteinkinase C-P" sowohl die Proteinkinase 

30 . C-pi als auch die 1 Spleiftvariante . pil verstanden. 

Erf indungsgemafi ' ist vorgesehen, dass das die Ex- 
pression und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-p 



vermindernde oder hemmende Agens ausgewahlt ist a us 
der'Gruppe bestehend aus Nucleinsauren, die die. Ex- 
pression des Proteinkinase . C-p-Gens vermindern oder 
heinmen, die Nucleinsaure enthaltenden Vektorert,' die 
Vektoren enthaltenden Wirt szellen, die Expression 
der' Proteinkinase C-(3 hemmende oder vermindernde 
Substanzen, die Translokation der Proteinkinase C-p 
hemmende Substanzen, Antagonisteh der Proteinkinase 
C-p-Aktivitat und Inhibitdren der Proteinkinase C- 
p-Aktivitat. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
ist die als Agens einzusetzende Nucleinsaure ausge- 
^wahlt ist aus der Giruppe bestehend aus 

a) einer humane Proteinkinase C-p codierenden ■ 
Nucleinsaure oder einem Fragment davon',. 

b) einer. Nucleinsaure, . die zu der Nucleinsaure 
nach a) komplementar ist, oder einem Fragment 
davon, ' 

c) . einer Nucleinsaure, die durch ' Substitution, 
Addition, Inversion und/oder Deletion einer o- 
der mehrerer Basen einer Nucleinsaure nach a) 
oder b) erha.lt lich ist, oder einem' Fragment, da- 
von; und ■ • . . 

d) einer Nucleinsaure, die zu einer Nuclein- 
saure nach a) bis,, c) eine Homologie von .mehr 
als 80% aufweist oder .einem Fragment davon. 

In bevorzugter Ausfuhrungsf orm der Erfindung co- 
diert die erf indungsgemafi ' verwendete' Nucleinsaure 
' humane PKC-alpha beziehungs.we'ise Teile davon. 
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Bei der erf indungsgemafl verwendeten Nucleinsaure 
kann es sich urn eine DNA- oder RNA-Sequen.z, insbe- 
sondere in linearer. Form, handeln. Die Nucleinsaure 
kann eine aus nattirlichen Quellen, beispielsweise 
aus -eukaryontischen Geweben, vorzugsweise aus Sau- 
gergeweben, bevorzugter aus menschlichen Geweben, ■ 
isolierte Nucleinsaure sein oder synthetisch herge- 
stellt worden sein. 

Erfindungsgemafi ist insbesondere vorgesehen, dass 
die als Agens verwendete Nucleir\saure, sofern sie 
in einem Vektor, insbesondere einerrt Expressionsvek- 
tor, insertiert ist, in einer Wirtszelle in Anti- 
sense-Orientierung zu einem Promotor die Expression 
des' Gens der humanen Proteinkinase C~P hemmen kann. 
Bei Insertion der erfindungsgemafi eingesetzten Nuc- 
leinsaure in Antisense-Orientierung in einem Vek- 
tor, ■ das heifit bei Vorliegen. eines Antisense- . 
Konstrukts der erfindungsgemaii' eingesetzten Nuc- 
leinsaure, wird die Nucleinsaure als Antisense- 
Nucleinsaure transkribiert. Bei Transkription des 
nativen PKC-p-Gens der Zelle kann dann das erzeugte 
Antisense-Transkript der. erfindungsgemaii verwende- 
ten Nucleinsaure an das in Sense-Orientierung vor- 
l'iegende mRNA-Transkript des nativen Proteinkinase 
C-p-Gens unter . Bildung einer Duplex-Struktur bin- 
den. Auf diese Weise wird selektiv die Translation 
der- mRNA des nativen PKC-p-Gens in eih Polypeptid 
unterbunden und die Expression der nativen PKC-p 
spezifisch gehemmt, ohne dass die Expression ahde- 
rer ' zellularer PKC-Isof ormen gehemmt wird. 



In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der. Erfindung 
ist vorgesehen, dass die zur Erzeugung .von Ant-i- 
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sense-Konstrukten verwendete Nucleinsaure nicht die 
gesamt.e PKC-p-codierende Sequenz umfasst, sondern 
nur Fragmente davon. Diese Fragment e umfassen mih- 
destens 10 Nucleotide, vorzugsweise mindestens 50 . 
5 Nucleotide, besonders bevorzugt mindestens. 200 Nuc- . 
leotide, wpbei die von den Fragmenten uberspannten 
. Nucleotid-rBereiche der PKC-p-codierenden Sequenz so 
ausgewahlt sind, dass bei Expression der Fragmente 
in Antisense-Orientierung in einer Zelle eine spe- 
10 zifische Hemmung der Expression der PKC-p, insbe- 
sondere der humanen PKC-p, erfolgt, nicht jedoch 
eine Hemmung anderer PKC-Isdf ormen. 

Erfindungsgemail ist vorgesehen, dass die . vorstehend 
genannte Nucleinsaure be.zieh.ungsweise ein geeigne- 

15 tes Fragment davon in einem Vektor unter der Kon- 
trolle von mindestens einem . Expressions- 
Regulationselement insertiert ist, wobei' die Nuc- 
leinsaure oder das Fragment davon in Antisense- 
Orientierung zu den Expressioris-Regulations- 

20 • elementen insertiert ist. Nach Einfuhrung des Vek- 
tors in eine Zelle, beispielsweise eine Saugerzel- 
le, insbesondere eine ■ menschliche Zelle, kann so 
die' Nucleinsaure. oder das Fragment davon in Anti- 
sense-Orientierung exprimiert und dadurch die Ex- 

25 pression der nativen PKC-p . der • Zelle effizient in- 
hibieren. Vorzugsweise handelt es sich bei dem Vek- 
tor urn ein Plasmid, ein Cosmid, einen Bakteriopha- 
gen oder ein Virus. \ 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch einen 
.30 Vektor, der eine PKC-p-codierende Nucleinsaurese- 
' quenz oder ein Fragment unter der f unkti'onellen 
, Kontrolle . von mindestens einem ( Expressions- 
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Regulationselement umfasst, wobei die Nucleinsaure 
oder das Fragment davon in Antisense-Orientierung 
zu dem Regulationselement insertiert ist. Bei dem ' 
Expressions-Regulat-ionselement handelt es sich ins- 
besondere um einen . Promotor, eine Ribosomenbin- 
dungsstelle, eine Signalsequenz oder einen 3' - 
Transkriptionstzerminator . 

Eine weiter'e Ausf uhrungsf orm der Erfindung betrifft 
eine Wirtszelle, die einen vorstehend beschriebenen 
Vektor. enthalt. Bei der Wirtszelle handelt es sich 
insbesondere um eine Saugerzelle, vorzugsweise eine 
menschliche Zelle. In besonders bevo.rzugter . Form 
handelt es sich bei der menschlichen Zelle um eine 
adulte Stammzelle. ■ 

In einer bevorzugten Ausf tihrungsf orm der Erfindung 
werden zur Hemmung der Expression der PKC-p synthe- 
tisch hergestellte Antisense-Oligonucleotide einge- 
setzt, die mindestens 10 Nucleotide, vorzugsweise 
mindestens 50 Nucleotide, besonders bevorzugt min- 
destens 200 Nucleotide umfasst. Solch'e Antisense- 
• Oligonucleotide konnen direkt zur Hemmung der PKC- 
p-Expression eingesetzt werden, das heifit mussen 
.nicht in einen Vektor insertiert und unter zellula- 
ren Bedingungen exprimiert werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
Erfindung ist vorgeseheri, zur Hemmung der Aktivitat 
der Proteinkinase C-p einen mit der Proteinkinase 
C-p spezifisch reagierender Antikorper oder ein ge- 
eignetes Fragment davon einzusetzen. Erf indung'sge- 
mSJJ kann es sich bei dem Antikorper um einen monoc- 
lonalen oder polyclonalen Antikorper ' handeln. Der 



erfindungsgemafi eingesetzte Antikorper kann auch 
ein humanisierter Antikorper ' sein. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm der 
Erfindung ist vorgesehen, zur Hemmung ' der .Aktivitat 
der Proteinkinase- C-(3 eine Substanz^ einzusetzen, ' 
die den Phosphorylierungsstatus von Proteinkinase 
C-{3 andert. 

In weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf arm der Erfin- 
dung ist vorgesehen, ' zur Hemmung der Aktivitat der 
Proteinkinase C-p ein Derivat oder Analog von Pro- 
teinkinase C-p einzusetzen, die als Antagonisten 
der PKC- P wirken. Vorzugsweise handelt es sich bei 
den erf indungsgemafl eingesetzten Derivaten oder A- 
naloga der PKC-0 urn Stoffe, • die mit der nativen 
PKC-p urn Bindung an , PKC-p-spezif ische Substrate 
konkurrieren, ohne jedoch nach Bindung an die Sub- 
strate die gleiche Wirkung -wie die PKC-p hervorzu- 
rufen. 

In eiher besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der 
Erfindung werden zur spezifischeh Hemmung oder Ver- 
minderung der Expression und/oder Aktivitat der 
Proteinkinase C-p die in den Dokumenten- US 
5,491,242, , US 5, 661, 173, US 5, 481, 003, US 
5,668,152, US 5,672,618, WO 95/17182, WO 95/35294 
und WO 02/ beschriebenen Verbindungen.- eingesetzt . 

Eine weitere bevorzugte. Ausf iihrungsf orm der erfin- 
dung betrifft die Verwendung von Agenzien, die spe- 
zifisch die Expression und/oder Aktivitat der Pro- 
teinkinase C-a (PKC-a) vermindern oder hemmen, zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung 
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zur .Behandliing ' und/oder Prevention von koronarer 
Herzerkrankung, Herzinfarkt, peripherer Verschluss- 
' ' krahkhei.t, Schlaganf all, .mit Proteinuric-, einherge- 
' henden Nierenerkrankungen, diabetischen Spatschaden 
5 und/oder kardiovaskularen Komplikationen bei Pati- 
enten mit Diabetes mellitus, kardiovaskularen Kom- 
plikationen bei Patienten mit. Hypertonus und kardi- • 
' ovaskularen .Komplikationen bei Patienten mit Hyper- 
cholesterinamie. Erf indungsgemafl handelt es sich 
10 bei den kardiovaskularen Komplikationen vorzugswei- 
se urn koronare Herzerkrankung, Herzinf arkt peri- 
phere Verschlusskrankheit und Schlaganf all'. Bei den' 
diabetischen ' Spatschaden handelt es sich insbeson- 
■ dere urn diabetische Retinopathie, diabetische' Neu- 
15 ' ropathie und diabetische Nephrppathie . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer // pharmazeutis,chen Zusammensetzung" oder 
einem „Ar zneimittel" ein zu diagnpstischen, thera- 
peutischen und/oder prophylaktischen Zweckeh ver- 
20 wendetes, also ein die ■ Gesundheit eines menschli- 
■chen oder tierischen Korpers ■ f orderndes • oder wie- 
derherstellendes Gemisch verstanden, das mihdestens 
einen naturlichen oder synthetisch hergestellten 
Wirkstoff umfasst, der die therapeutische Wirkung 
25 hervorruft. Die pharmazeutische Zusammensetzung 
kann sowohl ein festes. als auch ein fliisslges Ge"- . 
misch sein. Beisp.ielsweise kann eine den Wirkstoff 
umfassende pharmazeutische Zusammensetzung einen 
oder mehrere pharmazeutisch vertragliche Komponen- 
30 ten enthalten. Dariiber hinaus kann die pharmazeuti- 
sche Zusammensetzung ublicherweise auf dem Fachge- 
biet verwendete Zusatzstof fe, ■ .beispielsweise Stabi- 
lisatoren, Fertigungsmittel f Trennmitt,el , Spreng- 



mittel, Emulgatoren oder andere ublicherweise zur 
Herstellung phafmazeutischer Zusammertsetzung ver- 
wendete Stoffe umfassen. • ., 

Erfindungsgemali ist insbesondere die Verwendung von 
Agenzien, die spezif isch - die Expression ,und/oder 
Aktivitat der Proteinkinase C-a (PKC~a) vermindern 
oder hemmen, als Wirkstoff zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Therapie und/oder Prophylaxe der. 
yorstehend genannten Krankheiten vorgesehen. In be- 
vorzugter Ausf uhrungsf orm der Erfindung sind die 
zur Herstellung von pharmazeut.ischen Zusammenset- 1 
zungen eingesetzten Agenzien ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Nucleinsauren, die die Expres- 
sion des Proteinkinase C-a-Gens vermindern oder 
heramen, die Nucleinsaure enthaltenden Vektoren, die 
Vektoren enthaltenden Wirtszellen, 'die Expression 
der Proteinkinase C-a hemmende oder vermindernde 
Substanzen, die Translokation der Proteinkinase C-a 
hemmende Substanzen, Antagonisten der 'Proteinkinase 
C-a-Aktivitat and Inhibitoren der Proteinkinase C-. 
a-Aktivitat. _ • . \ 

Besonders bevorzugt handelt es sich bei den zur 
Herstellung der erf indungsgemaften pharmazeutis.cehn 
Zusammensetzung verwendeteh Agenzien urn Antisense- 
Oligonucleotide des Proteinkinase c-a-codierenden 
Gens, Tocopherol,, Phorbol-Verbihdungen, Derivate 
der Proteinkinase C-a oder Analoga der' Proteinkina- 
•se C-a. 

In einer bevorzugten Ausf iihrun.gsf prm der Erfindung 
ist ' vorgesehen, dass die pharmazeutische Zusammen- 
setzung zur parenteralen, .insbesondere ihtraveno- 



sen, intramuskularen, intrakutanen., oder s.ubkutanen 
Verabreichung verwendet wird. Vorzugsweise- weist 
-das die erfindungsgemaft eingesetzten Agenzien ent- 
haltende Arzneimittel die Form' einer- Inj.ektion oder 
Infusion' auf. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist . 
vorgesehen, da'ss die die erf indungsgemaii eingesetz- 
ten Agenzien enthaltende pharmazeutische Zusammen- 
setzung oral verabreicht wird. Beispielsweise wird 
das Arzneimittel in einer flussigen Darreichungs- 
form wie einer Losung, Suspension oder Emulsion, 
oder einer festen Darreichungsf orm wie einer Tab- 
lette verabreicht. ' ' 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch phar- 
mazeutische Zusammensetzungen zur ' Prevention 
und/oder Behandlung von koronarer Herzerkrankung, 
Herzinfarkt,. peripherer ' Verschlusskrankheit, 
Schlaganfall, mit Proteinurie einhergehenden Nie- 
renerkrankungen, ' diabetischen Spatschaden und/oder 
kardiovaskularen Komplikationen bei Patienten mit 
Diabetes meliitus, kardiovaskularen Komplikationen. 
bei Patienten mit Hypertonus und kardiovaskularen 
Komplikationen bei Patienten ' mit Hypercholesterina- 
mie, umfassend mindestens ein Agens, das- die Ex- 
pression und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-a 
{PKC-a) spezifisch vermindert i oder hemmt, als Wirk- 
. stoff . 

In bevorzugter Ausfiihrungsf orm sind die in der 
pharmazeutischen Zusammensetzung enthaltenen Agen- 
zien ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Nuc- 
leinsauren, die die Expression des Proteinkinase C- 



a-Gens vermindern oder heramen, die • Nucleinsaure 
enthaltenden Vektoren, die Vektoreri' enthaltenden 
Wirtszelle'n, ■ die . .Expression der Proteinkinase C-a' 
heitimende oder vermindernde Substanzen, die Translo- 
cation der Proteinkinase C-a' hemmende Substanzen, 
Antagohisten der Proteinkinase. C-a-Aktivitat und 
Inhibitoren der Proteinkinase C-a-Aktivitat. 

Besonders bevorzugt enthalt die erf indungsgemafte, 
pharmazeutische Zusammensetzung ■ .Antisense- 

Ol'igoriucleotide des Proteinkinase C-a-codierenden 
Gens, Tocopherol, Phorbol-Verbindungen, Derivate 
der Proteinkinase C-a oder Analoga der Proteinkina- 
se C-a. 

• In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm .ent- 
halt die erfindungsgemafie pharmazeutische Zusammen- 
setzung miridestens einen weiteren Wirkstoff. Bei 
dem weiteren Wirkstoff • handelt es .sich insbesondere 
urn ein Agens, das spezifisch die Expression 
und/oder Aktivitat der Proteinkinase. C-p vermindert 
oder hemmt .. 

Vorzugsweise ist das die .Expression und/oder Akti- 
vitat der Proteinkinase C-p vermindernde .oder hem- 
mende Agens ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus • 
Nucleinsauren, die die Expression des Proteinkinase 
C-p-Gens vermindern oder hemmen, die Nucleinsaure 
enthaltenden Vektoren, die Vektoren enthaltenden' 
Wirtszellen, die Expression der Proteinkinase C-p 
hemmende oder vermindernde Substanzen, die Translo- 
kation der Proteinkinase C-p hemmende' Substanzen, 
Antagonisten der Proteinkinase C-p-Aktivitat und 
Inhibitoren der Proteinkinase C-p-Aktivitat. 



Weitere vorteilhafte- Ausgestaltungen der Erfindung 
ergeben sich aus den Unteranspruchen . 

Die Erfindung wird'anhand der folgenden Figuren und 
Beispiele naher erlautert. ' . ■ 

Figur 1 zeigt die Albumin-Ausscheidung im .Urin von 
EKC-alpha-„ knock out"-Mausen mit Diabetes mellitus / 
und ohne Diabetes mellitus (Kontrolle) und SV129- 
Mausen mit Diabetes und ohne Diabetes (Kontrolle). • 
Dabei. wurde die Albumin- Konzent rat ion .unter Verwen- 
dung eines indirekten ELISA-Tests bestimmt. Die er- 
mittelten Albumin-Werte wurden , auf die Kreatinin- 
Konzentration bezogen. .Die nicht-diabetischen 
SV129- und PKC-a" / "-Mause weisen einen vergleichba- 
ren Albumin/Kreatinin-Quotienten, auf , der in der 
Regel unter. 10 g/mol liegt. Hingegen liegt der Quo- 
tient bei diabetischen SV129-Mausen signifikant ho- 
her (p. .= 0,004). Die. Werte der diabetischen PKC-a" /_ 
-Mause^sind signifikant niedriger als die Werte der 
diabetischen SV129-Mause (P =.< 0,001). Der Quer- 
strich zeigt ' den Median an. Die. Signifikanz wurde 
mittels des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. 

Figur 2 zeigt-, die glomerulare VEGF-Expression bei 
PKC-alpha-„knoCk out^-Mausen mit Diabetes mellitus . 
und ohne Diabetes mellitus (Kontrolle) und SV129- 
Mausen mit .'Diabetes und ohne- Diabetes (Kontrolle) . 
Dabei wurden pro Tiergruppe jeweils 40 Glomeruli 
unter Verwendung immunhistochemischer Verfahren se- 
mi quantitatiy ausgewertet, wobei eine Unterteilung 
in eine schwache, mittlere und starke Immunf luores- 
zenz erfolgte. Die Signifikanz wurde mittels des 
Mann-Whitney-U-'Tests ' berechnet. Die VEGF-Expression 



is.t bei diabetischen Tieren significant hoher als 
bei ■ Kont roll tier en (p^ < 0,001). Jedoch ist die 
VEGF-Expressiqn bei .diabetischen SV129-Tieren sig- 
nif ikant hoher - als bei diabetischen PKC-alpha _/ ~- 
Tieren (p < 0,001). 

Figur 3 Zeigt ' die glomerulare . VEGF-Rezeptor-II- 
Express'ion bei PKC-alpha-^knock out"-Mausen mit Di- 
abetes, melli.tus und ohne Diabetes mel'litus (Kon- 
trolle) und' SV129-Mausen mit Diabetes und ohne Dia- 
betes - (Kontrolle). .■ Dabei wurden pro Tiergruppe je- 
weils ,4 0, Glomeruli unter Verwendung immunhistoche- 
mischer Vexfahren semiquantitativ ausgewertet , wo- 
bei eine- Unterteilung in eine schwache, mittlere 
und starke Immunf luoreszenz erfolgte. Die Signif i- 
kahz wufde mittels des Mann-Whitney-U-Tests berech- 
net . Die VEGFR-II-Expression ist bei / diabetischen 
Tieren signif ikant hoher als. bei Kontrolltieren. (p 
< 0,001). Jedoch ist die VEGFR-II-Expression , bei 
diabetischen SVl29-Tieren signifikant hoher als bei 
diabetischen PKC-alpha _/ ~-Tieren (p < 0,001). 

Figur 4 zeigt die glomerulare. Perlecan-Expression 
bei PKC-alpha-„knock out"-Mausen mit Diabetes - mel- 
litus und ohne Diabetes mellitus (Kontrolle) und 
SV129-Mausen. mit Diabetes und ohne Diabetes 1 (Kon- 
trolle)"'. Dabei wurden pro Tiergruppe jeweils 40 
• Glomeruli unter Verwendung immunhistochemischer 
Verfahren semiquantitativ ausgewertet, wobei eine 
Unterteilung in eine schwache, mittlere und starke 
Immunf luoreszenz erfolgte. Die Signif ikanz wurde 
mittels des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. Die 
Perlecan-Expression ist bei diabetischen . SV129- 
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Tieren signifikant niedriger als bei ; SV129- 
Kontrolltieren (p < 0,001). - 

Beispiel 1 

Experimentelle Diabetes-Erzeuqung . 

5 Bei Mausen, die -unter standardisierten- Bedingungen 
bei 22 °C gehalten wurden und freien Zugang zu Fut- 
ter und Wasser hatten, wurden nach Genehmigung 
durch die ■ Txerschutzb'ehorde Niedersachen folgende 
Versuche durchgef iihrt . . . .. , 

10 Vor Beginn des Versuches wurde bei alien Tieren der 
.Blutzuckerspiegel aus dem Serum best immt Die Er-- 
gebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt . Bei 16 
SVl29-Kontrollmausen und 14 SV129-Proteinkinase C 
alpha-knock out (PKC-cT^) -Mausen wurde ein Diabetes 
15 durch Injektion von Streptozotozin induziert. 

Streptozotozin fuhrt zu einer Zerstorung der Insu- 
' • ' lin produzierenden Inselzellen im Pahkreas . . Durch; 
den resultierenden Insulinmangel koramt es zu dauer- 
' haft erhohten Blutzuckerspiegeln, d.h. Hyperglyka- 
20 mie, und damit zum Diabetes mellitus. Zur Erzeugung 
der ' Hyperglykamie wurden den Tieren ah. den Tagen 1 ( 
und 4 j.eweils 125 mg Streptozotozin/kg K'orperge- 
' wicht intraperitoneal verabreicht . ' Das Streptozoto- 
zin wurde fur diese Zwecke in einer 50 mM Na-Citrat 
25 ' Losung mit einem pH-Wert von 4,5 gel6st. Zur Kon-.. 
'.trolle wurde 7 SV129- und 6 PKC-ct" /_ -Mausen nur das 
Losungsmittel an den .Tagen 1 und 4 intraperitoneal 
Verabreicht. Anschlieliend wurde den Mausen alle 2" 
Tage ein Tropfen Blut aus dem Schwanz entnommen, urn 
30 den Blut.zucker zu kontrollieren . Die Blutzuckermes- 
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sung erfolgte mi.ttels .des Glucometer • Elite®- 
Messgerats von Bayer. Zur Bestiramung warden Gluco- 
meter Elite SensorO-Teststreif en verwendet. 

Am -7-10 Tag waren' die Tiere, denen . Streptozotozin 
verabreicht worden war, diabetisch mit Blutzucker- 
werten ■ oberhalb von 350. mg/dl. Die Ausgangswerte •' 
vor Streptozotozin-Injektion lagen im Schnitt bei 
200 mg/dl. Bei Tieren, die nur das Losungsmittel 
erhalten hatten, kames zu keinem Anstieg der Blut- 
zuckerwerte und sie . entwickelten keinen Diabetes 
mellitus-. 10 Tage nach der ersteri Injektion wurden 
die Tiere fiir weitere 8 Wochen beobachtet . Wahrend 
dieser Zeit wurde der Blutzucker alie zwei Wochen 
kontrolliert, urn sicher zu stellen, dass die diabe- 
tis'chen Tiere weiterhin diabetisch waren. Die Zu- 
ckerwerte schwankten bei den diabetischen Tieren 
' wahrend dieser Zeit im Mittel urn 500-550' mg/dl und 
bei. den nicht -diabetischen Tieren, urn 200 mg/dl. 

Nach 8 Wochen. wurden die Tiere. mit dem Narkosemit- 
tel Avertin betaubt. In Narkose wurde anschlieliend 
aus dem Augenvenenplexus 400 ul Blut und aus der 
Blase durch Punktion mit einer 27 G Nadel der ge- 
samte Blasenurin entnommen. Anschlieliend wurden die 
Nieren mit Ringer-Lactat Losung iiber die Bauchaorta 
perfundieft und die Nieren entfernt. Die "Tiere wur- 
den sofort danach in Narkose getotet. 

Die Blutzuckerwerte wurden anschlieliend aus dem Se- 
rum b.estimmt.- Die Blutzuckerspiegel findeh sich in 
Tabelle 1 wieder. Wie zu erkennen 'ist, weisen die 
diabetischen Tiere etwa 2,5-3-mal hphere Glukose- 
' Werte als zu Beginn des Versuches und auch. im Ver- 
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gleich zu den nicht-diabetischen Kontriolltieren 
. auf . ' - 



Tabelle 1 

Serumglucose bei diabetischen und nicht- 
diabetischen Mausen vor Versuchsbeginn and am Ver- 
suchsende 



Serumglucose vor -Ver- 
suchsbeginn 
■ (mg/dl) 



Serumglucose am Ver- 

suchsende . 
(mg/dl) 



205 40 
192 +/- 36 
223 +/- 27 
+ / 



225 



31- 



223 +/- 43 
50'5 +/-8 0* 
, 197 +/-21 
589 +/- 



98* 



SV12 9 
Kontrolie 
(n = 7)' 
SV129 

diabetisch 
(n = 16) 
PKC-a _/ " 
Kontrolie 
(n = 6) 
PKC-of / -" 
diabetisch 
(n = 14) 

* p = < 0,001 imVergleich zu nicht-diabetischen 
Kontr'olltieren . . 



Beispiel 2 

Bestimmunq der Albumin-Konzentration 

Die. Entstehung. einer Albuminuria .bei Patienten mit 
Diabetes ist ein bekanntes Phanomen.. Daher .wurde 
die Albuminausscheidung im . Urin -von PKC-alpha- 
„ knock out"-Mausen mit Diabetes mellitus und ohne 
Diabetes mellitus (Kontrolie) ' und SVl29-Mausen mit 
Diabetes und ohne Diabetes (Kontrolie) bestimmt. Zu 
diesem Zweck wurde die Albuminkonzentration im • ge- 
sammelten Urin bestimmt. Zur Bestimmung der Albu- 
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■ minkonzentration wurde - ein indirekter ELISA-Test • 
: (Albuwell M®) der.Firma Exocell, Inc. , Philadelphia,. 
USA) , verwendet . Dieser ELISA-Test ist fur Mausalbu- 
. min spezifisch. Die Bestimmung erfolgte entspre- 
5 chend den Angaben des Herstellers. ,Um Schwankungen 
in .der Urinausscheidung erfassen zu konnen, wurden 
die bestimmten Albuminwerte auf ' die Kreatininkon- 
zentration im Urin bezogen. Die Ergebnisse sind in ■ 
Figur 1 dargestellt . Dabei . zeigte sich, da.ss die 
10 nicht-diabetischen SV129- und PKC-a" /_ -Mause , einen 
vergleichbaren. Albumin/Kreatinin-Quotienten' haben, 
der in der Regel unter 10. g/mol liegt. Hingegen 
liegt der Quotient bei diabetischen SV12 9-MSusen 
. signifikant hoher (p = 0,004) . Der " Median • betragt 
15 21,5 g/mol versus 7,48 g/mol bei nicht-diabetischen 
■SV129-Kontrolltieren. Im Vergleich dazu kommt es 
bei diabetischen PKC-cf / "-Mausen zu keinem signifi- 
kanten Anstieg der Albuminurie. Der Albu- 
min/Kreatinin-Quotient liegt immer unter 20 • g/mol 
20 und der Median findet sich bei 10,2 g/mol. Der Me- • 
dian der nicht-diabetischen PKC-a" / ~-KontrollmSuse 
liegt bei .8,5 g/mol. Die Werte der diabetischen 
PKC-a -/ ~-Mause sind signifikant niedriger als die' 
Werte der" diabetischen SV129-Mause (P = < 0,001). 
25 Die Ergebnisse sind in Figur 1' dargestellt . 

Beispiel 3 

Bestimmung der VEGF- und VEGF-Rezeptor-II- 
Expression 



Wie vorstehend in Beispiel 1 ausgefuhrt, wurden al- 
le Tiere bei Beendigung des Versuches getotet. Un- 
mittelbar dana'ch wurden die Nieren entnommen und- 
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bei — 7Q°C eing'ef roren. Eine weitere Analyse der 
entnommenen Nieren zeigte in deri Nierenkorperchen 
(Glomeruli) der diabetischen Kontrolltieren ' eine 
signif ikante Zunahme' der Expression des „vascular 
5 endothelial growth factor" (VEGF) : und ' des VEGF- . 
Rezeptors, II (VEGFR-II) . , Der Nachweis der VEGF- und • 
VEGFR-II-Expression erfolgte mitteis immunhistoche- 
mischer Verfahern. Dazu wurden die bei -70°C einge- 
f rorenen Nieren mit eirier Dicke von 6 nm kfyo- 
10- geschnitten ,und lufitgetrocknet V Anschlieliend wurden . 
. die Gefrierschnitte mit kaltem Aceton fixiert, . 
luftgetrocknet und mit Tris-Puffer (TBS: 0.05M 
Tris-Puffer-, 0,15 M NaCl, pH 7.6) gewaschen. Die 
Gefrierschnitte wurden danach 6Q Minuten in einer 
15 feuchten Kammer .mit einem primaren polyclonalen 
.' „rabbit M -Antikorper gegen Maus-VEGF (Santa Cruz, A- 
20) beziehungsweise gegen VEGFR-II (Santa Cruz, C- 
1158) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS wur- 
den die Schnitte mit einem Cy3-markierten sekunda- 
20' ren „donkey-anti-rabbit"-Antikorper (Jackson Immu-' 
■ noresearch Laboratories, , 711-165-152) 30 Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert und nochmals mit TBS 
gewaschen. ' Anschlieliend. wurden die Praparate durch 
ein Zeiss Axioplan-2 . Mikroskop (Zeiss, Jena, 
25 Deutschland) ausgewertet und photographiert . Bei 
alien Tieren wurden jeweils 40 Nierenkorperchen 
ausgewertet, wobei ■• die Fluoreszenz-Intensitat in , 
stark, mittel und schwach ' unterteilt wurde. Dabei 
fand sich bei diabetischen SV12 9 Kontrolltieren ei- 
30 ne signifikante Zunahme (p <0,001) der VEGF- und 
VEGF-R-II-Expression gegeniiber nicht-diabetischen 
Kontrolltieren. Tm Vergleich dazu war die Zunahme 
der Expression signif ikant weniger ausgepragt bei 
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diabetischen SV129- und . PKC-cT /- -M'ause.n ■ (p < 0,001). 
Die Ergebnisse sind in den Figuren 2 und 3 gezeigt. 

Beispiel .4 

Bestimmung der Perlecan-Expression 

Da die f estgestellte unterschiedliche VEGF- 
Expression al'l.ein nicht den Untersch.ied in der Al- 
buminuric erklafen konnte, wurde die Expression des 
Heparansulf at-Proteoglycans Perlecan in den Nieren . 
diabetischer und nicht-diabetischer Tiere unte'r 
Verwendung invmunhistochemischer . Verfahren unter- 
sucht . Dabei wurden> wie in Beispiel 3 beschrieben, 
Kryoschnitte der tyieren angefertigt und eingebet- 
tet. Als primarer Antikorper wurde ein mqnoclonaler 
Ratt en-Ant ikorper > der gegen Maus-Perlecan gerich- 
tet ist, verwendet (RDI Systems, A7L 6).. Als sekun- 
darer Antikorper wurde, ein Cy3-markierter ^donkey- 
ant i-rat" -Antikorper. (Jackson Immunoresearch Labo- 
ratories, .712-165-153) verwendet. Die immunhisto- 
chemische 'untersuchung der Schnitte ergab vollig 
ub.erraschend, dass Perlecan bei diabetischen Kon-. 
trolltieren nicht . mehr .oder kaum hoch nachweisbar 
war (vgl. Figur 4) . So lieft sich weder im Glomeru- 
lus , noch in der Gefafiwand von Arteriolen .Perlecan 
nachweisen. Hingegen war die .Expression von Perle- 
can bei SV129- und PkC-a" A "-Mausen unverandert oder 
nur geringfugig vermindert. Da das Fehlen von Hepa- 
ransulfat als einer der Hauptmediatoren fur die 
Entstehung' einer Proteinurie gilt, ist davon auszu- 
gehen, dass dieser Befund das Ausbleiben einer Al- 
, buminurie erklaren kann. 
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' 5 Anspriache 

1. Verwendung- ..von Agenzien, die die Expression 
und/oder Aktivitat ' der Proteinkinase C-a (PKC-a) 
vermindern oder .-hemmen, ■ zur Behandlung , und/oder 

"Prevention von Gef aft-Krankheiten, Herz-Kreisla'uf- 
10 Krankheiten, mit Proteinurie assoziierten Niereri^r- 
krankungen, diabetischen , Spatschaden und/oder kar- 
diovaskularen Komplikationen bei Patienten mit Dia- 
betes mellitus, kardiovaskularen Komplikationen bei 
Patienten mit Hy'pertonie und/oder kardiovaskularen 
15 Komplikationen bei Patienten- mit Hypercholesterina- 
mie. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die' Gefali- 
• Krankheiten und Herz-Kreislauf krankheiten ausge- 

wahlt sind aus der Gruppe bestehend aus peripherer 
20 Verschlusskrankheit, koronarer Herzerkrankung, 
Herzinfarkt und Schlaganf all . . ' 

'3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei . die kardio- 
vaskularen Komplikationen ' periphere Verschluss- 
krankheit, koronare Herzerkrankung, ... Herzinfarkt 
25 , und/oder Schlaganf all . sirid. 

4 . Verwendung nach Anspruch 1, wobei die diabeti- 
schen Spatschaden- diabetische Retinopathie, diabe- 
. tische Neuropathie und/oder diabetische Nephro- 
pathie sind.' • 
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.5. Verwendung nach Anspruch 1/' wobei die mit Prote- 
inuric- assoziierten Nierenerkrankungen parenchyma- 
tose Nierenerkrankungen. sind. , 

. 6. Verwendung nach Anspruch 5, wobei die Proteinu- 
5 . rie glomerulare Proteinuria, tubulare Proteinuric 
oder glomerular-tubulare Mischproteinurie ist. . 

7. Verwendung nach.' Anspruch 5 oder 6, wobei die 
i Nierenerkrankungen Minimal-change-Nephropathie, 

sonstige Giomerulopathien, Nierenamyloidose,. here- 
10 ditare Tubulopathie, renal-tubulare Azidose, • medi- 
kamentos oder bakteriell induzierte interstitielle 
Nephritis, akutes Nierenversagen, Bence-Jones- 
Nephfopathie oder Nierentransplantation sind. 

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wo- 
15' bei die Agenzien spezifisch. die Expression und/oder 

Aktivitat der Proteinkinase C-a (PKC-a) vermindern 
oder henvmen. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, wobei die Agenzien 
ausgewahlt sind aus der. Gruppe bestehend aus Nuc- 

20 leinsauren, die die Expression des Proteinkinase C- 
a-Gens verirtindern oder heramen, die Nucleinsaure 
enthaltenden Vektoren, die Vektoren enthaltenden 
Wirtszellen, die Expression der Proteinkinase C-a 
hemmende oder vermindernde Substanzen, die Translo- 

25 kation der Proteinkinase C-a hemmende Substanzen, 
Antagonisten der Proteinkinase C-a-Aktivitat und 
Inhibitoren der Proteinkinase C-a-Aktivitat . 



10. Verwendung . nach Anspruch 9, wobei die Nuclein- 
saure in einer Wirtszelle in Antisense-Orientierung 
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zu einem Promoter die Expression des Gens der huma- 
nely Proteinkinase C-a hemmen k'arin. . 

11. Verwendung ,nach Anspruch 9 . oder 10, wqbei die 
Nucleinsaure ausgewahlt- ist aus der Gruppe beste- 
hend aus , - 

a) einer humane Proteinkinase C-a codierenden 
Nucleinsaure oder einem Fragment davon, 

b) , einer Nucleinsaure, die zu der Nucleinsaure 
nach a) komplementar 1st, oder einem Fragment 
davon, 

c) einer Nucleinsaure, die durch Substitution, 
Addition, Inversion und/oder Deletion einer o- 
der • mehrerer Basen' einer Nucleinsaure nach a) 
oder b) erhaltlich ist, oder einem Fragment da- 
von; und 

d) einer Nucleinsaure, die zu einer Nuclein- 
saure nach a) bis c). eine Homologies von mehr 

' . als 80% aufweist oder einem Fragment davon. 

.12. Verwendung nach Anspruch 11, wobei das Fragment 
der Nucleinsaure m'indestens 10 Nucleotide, vorzugs- 
weise mindestens 50 Nucleotide, besonders bevorzugt 
mindestens 200 Nucleotide umfasst. 

13.' Verwendung nach einem der AnspriA'che 9 bis 12, 
wobei die Nucleinsaure eine DNA oder RNA ist. 



14. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 13, 
wobei die , Nucleinsaure oder das • Fragment davon in 
einem Vektor unter der Kontrolle von mindestens ei- 
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nem Expressions-Regulationselement in- Antisense- 
Orientierung dazu insertiert ist. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei' der Vektor 
ein Plasmid, Cosmid, Bakteriophage oder Virus ist. 

16. Verwendung nach Ansprueh 14 oder 15, wobei das 
Expressions-Regulationselement ein Promo.tor, eine 
Ribosomeribindungssteile, eine Signalsequenz ' oder 
ein 3' -Transkriptionsterminator ist. - 

11.: Verwendung nach . einem der Anspriiche 14 bis 16, 
wobei der Vektor in einer Wirtszelle enthalten ' ist . 

18.. Verwendung nach Anspruch 17, wobei die Wirts- 
zelle eine Saugerzelle, insbesondere eine menschli- 
che Zelle ist. 

19. Verwendung nach Anspruch 9, , wobei die 'die Ex- 
pression der Proteinkinase C-a hemmende oder ver- 
mindernde Substanz ein Aktivator der Proteinkinase 
C-a ist. 

20. Verwendung. nach Anspruch 19, wobei' der Aktiva- 
tor eine Phorbol-Verbindung ist. .. 

21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Phorbol- 
Verbindung l2-0-TetradeGanoyl-phorbol-1.3-acetat 
' (TPA) oder Phorbol-12, 13-dibutyrat (PDBu) ist. 

22. Verwendung' nach Anspruch 9, wobei der Inhibitor 
ein mit der Proteinkinase C-a reagierender Antikor- 
per ist. 
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23. Verwendung riach Ahspruch 22, wobei der- ■ AntikSr- 
, per ein monoclonaler oder polyclonaler ' Antikorper 

ist . .'. 

24. Verwendung nach Anspruch 22 oder '23, wobei der 
5 Antikorper ein humanisierter Antikorper ist. 

25. Verwendung nach Anspruch 9, wobei der Inhibitor 
den . Phosphorylierungsstatus von Proteinkinase C-a ' 
andert. ' 

26. Verwendung nach Anspruch 25, wobei der Inhibi- 
10 tor Tocopherol ist. 

27. Verwendung nach Anspruch 9, wobei der Antago- 
nist ein Derivat oder Analog von Proteinkinase ' C-a 
ist. . ., ' 

28. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 1', 
15 wobei das Agens., , das die Expression und/o'der Akti- 

. vitat. der Proteinkinase C-a vermindert oder nemmt, 
ein Agens ist, ' das gleichzeitig die Expression 
uhd/oder Aktivitat der Proteinkinase C-p vermindert 

. . oder hemmt . 

20 2-9. Verwendung nach Anspruch 28, wobei das Agens 
. Cyclosporin A ist. 

30. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 27, 
wobei das Agens, das. spezifisch die Expression 
und/oder Aktivitat der Proteinkinase C-a vermindert 
25 oder hemmt, in", Kombination mit -einem Agens, das 
spezifisch die Expression und/oder' Aktivitat der 
• Proteinkinase C-p vermindert oder hemmt/ eingesetzt 
wird. 
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31. Verwendung' nach Anspruch 30, wobei' das die, Ex- 
pression und/oder Aktivitat der. Proteinkinase C-p 
vermindernde ..oder hemmende Ageris ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Nucleinsauren, die die Ex- 

• 5 • pression des Proteinkinase C-p-Gens . vermindern oder 
hemmen, die Nucleinsaure enthaltenden Vektoren, die 
Vektoren enthaltenden Wirtszellen, die Expression 
' der . Proteinkinase C-p hemmende oder ' vermindernde 
Substanzen, die Tran.slokation. der Proteinkinase C~P 

10 hemmende Substanzen, • Antagonisten *der Proteinkinase 
C-p-Aktivitat und Inhibitoren der Proteinkinase C- 
P-Aktivitat. ' 

32. Verwendung nach Anspruch, 31> • wobei : die Nucl.ein- 
saure ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 

15 a) einer humane- Proteinkinase C~P codierenden 

Nucleinsaure oder eihem Fragment davon, 

b) einer Nucleinsaure, . die zu der Nucleinsaure 
nach a) komplementar ist, oder ein.em Fragment 
davon/. 

20 c) einer Nucleinsaure, die durch Substitution, 

- Addition, Inversion^ und/oder Deletion einer o- 
der mehrerer Basen einer Nucleinsaure nach a) 
oder b) erhaltlich ist,. oder einem Fragment da- 
von; und • 

25' d) einer Nucleinsaure, die zu einer Nuclein- 

saure nach a) bis c) eine Homologie von mehr 
als 80% aufweist oder einem Fragment davon. 

33. Verwendung nach Anspruch 32, wobei das Fragment 
der Nucleinsaure mindestens 10 Nucleotide, vorzugs- 
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.weise mindestens 50 Nucleotide/ besonders bevorzugt 
mindestens 200 Nucleotide umfasst. 



, . 34. Verwendung nach einem der- Anspruche. 31 bis 33, 
wobei die Nucleinsaure eine DNA oder'RNA ist. 

5 35.- Verwendung nach einem der Anspruche 31 bis 34, 
wobei die Nucleinsaure oder . das Fragment davon in 
einem Vektor unter der Kontrolle von mindestens ei- 
nem Expressions-Regulationselement in Antisense- 
Orientierung dazu insertiert ist. 

10 36.. Verwendung nach Anspruch 35, wobei der Vektor 
ein Plasmid, Cosmid, Bacteriophage oder Virus ist. 
. . . / . . 

37. Verwendung . nach Anspruch 35 oder 36, wobei das 
ExpressionsyRegulationselement ein Promotor, eine 

! Ribosomenbindungsstelle, eine Signalsequenz oder 
15 • ein' 3' -Transkriptionsterminator ist. 

38. Verwendung nach einem der Anspruche 35 bis' 37,. 
wobei. der Vektor in einer Wirtszelle enthalten ist. 

39. Verwendung nach Anspruch 38, wobei die Wirts- 
zelle eine • Saugerzelle, insbesbndere eine menschli- . 

20 che Zelle ist. 

40. Verwendung nach Anspruch 31, wobei der Inhibi- 
tor ein mit der Proteinkinase C-p reagierender An- 
tikorper ist. '< 

'41.. Verwendung nach Anspruch 40, wobei der AntikSr- 
25 per. ein monoclonaler "oder polyclonaler Antikorper 



. ist '. 
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• ' 42. Verwendung nach Anspruch 40 oder 41, .wobei der 
Antikorper ein humanisierter Antikorper ist. 

4 3 . Verwendung nach Anspruch 31, wobei der Inhibi- 
tor den ■ Phosphorylierungsstatus von Proteinkinase' 
5 C-p .andert. 

44. Verwendung nach Anspruch 31, wobei der Antago- 
nist ein Derivat oder Analog von Proteinkinase C-ft ' . 
ist. 

45. Verwendung von. Agenzien, die die Expression 
10 und/oder Aktiv'itat der - Proteinkinase C-a (PKC-a) • 

vermindern oder hemmen, zur Herstellung einer phar- 

mazeutischen Zusammensetzung . zur Behandlung 
. und/oder Prevention, von koronarer Herzerkrankung, 

Herzinfarkt, peripherer Verschlusskrankheit , ■ 

15 Schlaganfall, mit, Proteinuric assoziierten Nieren- 

erkrahkungen, diabetischen Spatschaden und/oder 

kardiovaskularen Komplikationen bei Patienten mit 
- 1 Diabetes mellitus, ■ kardiovaskularen Komplikationen 

bei Patienten mit . Hypertomis und kardiovaskularen 
20 Komplikationen bei Patienten mit Hypercholesterina- 

mie. > 

.,46.' Verwendung nach Anspruch 45, wobei die kardio- 
vaskularen Komplikationen ■ ko.ronare. Herzerkrankung,. 
Herzinfarkt, periphere Verschlusskrankheit' oder 
25 Schlaganfall sind. 

47. Verwendung nach Anspruch 45, wobei . die diabeti- 
schen Spatschaden diabetische Retinopathie, diabe- 
tische Neuropathie und diabetische. Nephropathie 
sind. 
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48. Vefwendu.ng . nach eiriem der Arispriiche 45 bis 47, 
wobei die Agenzien ausgewahlt sind aus der Gruppe 
beste'hend aus Nucleinsauren, die die Expression des 

' Protein kinase C-a-Gens vermindern ' oder hemmen,- die 
.5 Nucleinsaure enthaltenden Vektoren,' die Vektoren'. 
. enthaltenden Wirtszelleri, die Expression der Prote-. 
inkinase C-a hemmende oder vermindernde Substanzen, 
die Translokation der Proteinkinase G-a hemmende . 
Substanzen, Antagonisten der . Proteinkinase C-a- 
' 10 Aktivitat und Inhibitoren der Proteinkinase C-a- 
Aktivitat. , 

49. Verwendung nach Anspruch 48, wobei die Agenzien 
Antisense-Oligonucieotide des Proteinkinase C-a- . 
codierenden Gens, Tocopherol, Phorbol-Verbindungen, 

15 Derivate der Proteinkinase C-a oder Analoga der 
Proteinkinase C-a sind. . 

.50. Pharmazeutische Zusammensetzung ,zur Prevention 
und/oder Behandlung . von' koronarer Herzerkrankung, 
Herzinfarkt, peripherer Verschlusskrankheit , 

•20 Schlaganfall, mit Proteinurie einhergehenden Nie- 
' renerkrankungen, diabetischen' Spatschaden und/oder • 
kardiovaskularen Komplikationen bei : Patienten mit 
Diabetes meilitus, ,' kardiovaskularen Komplikationen 
bei Patienten mit Hypertonus und kardiovaskularen 
25 Komplikationen bei Patienten mit Hypercholesterina- 
mie, umfassend mindestens ein Agens, das die Ex- 
pression und/oder . Aktivitat der Proteinkinase C-a 
(PKC-a). spezifisch vermindert oder hemmt, als Wirk- 
stoff . 

30 51. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 
50, wobei die Agenzien ausgewahlt sind aus der 
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Gruppe bestehend aus Nucleinsauren, die die Expres- 
sion des PrbteinkihaSe C-a-Gens vermindern oder 
hemmen, die Nucleinsau're enthaitenden Vektoren, die' 
Vektoren enthaitenden Wirtszell.en, die Expression 
5 • der Proteinkinase C-a hemmehde oder vermindernde 
Substanzen, die Translokation der Proteinkinase C-a 
hemmende Substanzen, Antagonisten der Proteinkinase 
C-a-Aktivitat und Inhibitoren ' der Proteinkinase C- 
a-Aktivitat. 

10 52. Pharmazeutisohe Zusammenset zung nach Anspruch 
51, . wobei die Agenzien Antisense-Oligonucleotide 
des, Proteinkinase C-a-codierenden Gens,- Tocopherol, 
■Phorbol-Verbindungen, Defivate der Proteinkinase C- 
a oder Analoga der Proteinkinase C-a sind. 

15 ' 53. Pharmazeutisohe Zusammensetzung n'ach einem der 
Anspriibhe 50 ^ bis 52, umfassend mindestens einen 
weiteren Wirkstoff .. 

'54 . Pharmazeutisohe • Zusammensetzung nach Anspruch 
53, wobei der weitere Wirkstoff ein Agens,ist, das 
20 spezifisch die Expression und/oder Aktivitat der 
Proteinkinase C-p vermindert oder hemmt . 

55. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 
54., wobei. das die Expression und/oder Aktivitat der 
Proteinkinase C~P vermindernde oder hemmende Agens 

25 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 'aus Nuc- 
leinsauren, die die Expression des Proteinkinase C- 
p-Gens vermindern oder hemmen, die Nucleinsaure 
enthaitenden Vektoren, die Vektoren enthaitenden 
Wirtszellen, die Expression der Proteinkinase . C-p . 

30 hemmende oder vermindernde Substanzen, die Translo- 
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kation der Proteinkinase C~P hemmende . SUbstanzen, 
■ Antagonisten der Proteinkinase C-p-Aktivitat ■ und ■ 
' Inhibitoren der Proteinkinase C-p-Aktivitat. 
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